Untersuchung des CRM1-abhängigen RNA-Exports mittels Repräsentativer Differenz-Analyse by Schütz, Sylvia
INAUGURAL-DISSERTATION
zur
Erlangung der Doktorwürde
der
Naturwissenschaftlich-Mathematischen Gesamtfakultät
der
Ruprecht–Karls–Universität
Heidelberg
vorgelegt von
Diplom-Biologin Sylvia Elisabeth Schütz
aus Oppeln
Tag der mündlichen Prüfung:...........................................
Untersuchung des CRM1-abhängigen RNA-Exports
mittels
Repräsentativer Differenz-Analyse
Gutachter: Prof. H.-G. Kräusslich
PD Dr. Walter Nickel
Meinen Eltern
Zusammenfassung
I
Zusammenfassung
Der Kern-/Cytoplasma-Transport von Proteinen und RNA-Protein-Komplexen durch die
Kernpore wird von Transport-Rezeptoren der Importin β-Familie vermittelt. Verschiedene
Transport-Rezeptoren erkennen ihre Substrate anhand bestimmter Transportmotive. CRM1 ist
ein Export-Rezeptor, der seine Substrate über Leucin-reiche Kern-Export-Signale bindet und
daraufhin exportiert. Dieser Transport-Rezeptor hat ein weites Spektrum an Export-
Substraten, da es sowohl Proteine als auch Protein-RNA-Komplexe wie ribosomale
Untereinheiten, U snRNPs aber auch retrovirale ungespleißte mRNAs exportiert. Da es
unwahrscheinlich erschien, daß CRM1 ausschließlich retrovirale mRNAs exportiert, bestand
die Frage, ob CRM1 auch zelluläre mRNAs transportiert, auch wenn der konstitutive mRNA-
Export durch den Export-Rezeptor TAP vermittelt wird. Zu diesem Thema gibt es nur
vereinzelte Berichte über bestimmte mRNAs, die CRM1-vermittelt exportiert werden sollen.
In dieser Arbeit wurde systematisch nach zellulären mRNAs gesucht, die mittels CRM1
exportiert werden. Dazu wurde der mRNA-Export in Zellen, die mit dem CRM1-spezifischen
Inhibitor Leptomycin B (LMB) behandelt wurden, mit dem mRNA-Export von
unbehandelten Zellen verglichen. CRM1-abhängig exportierte mRNAs sollten nach LMB-
Behandlung im Kern akkumulieren und aus dem Cytoplasma depletiert werden. Zur Analyse
des Kernexports der so behandelten Zellen wurde die Repräsentative Differenz-Analyse
(RDA) eingesetzt. Die Validierung dieser Methode erfolgte mit Cl-4-Zellen, die einen Teil
des Genoms des Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) tragen und in denen CRM1-
abhängiger Export der HIV-env-mRNA stattfindet. In diesen Zellen konnte der CRM1-
vermittelte Export der env-mRNA gezeigt werden und dient deshalb als Positivkontrolle für
das Funktionieren der RDA. Außerdem konnte gezeigt werden, daß Negativkontrollen wie die
ß-actin- oder die GAPDH-mRNA nicht CRM1-abhängig exportiert werden.
Neben der Durchführung der RDA mit Cl-4-Zellen wurde sie auch mit HeLa-Zellen
durchgeführt. Mit der Analyse der Kern/Cytoplasma-Verteilung der aus den HeLa- und Cl-4-
RDA erhaltenen RNAs konnte der CRM1-abhängige Export der 28S und 18S rRNA gezeigt
werden. Zelluläre mRNA-Substrate von CRM1 konnten unter den gleichen Bedingungen
jedoch nicht identifiziert werden. Daraus ergibt sich die Schlußfolgerung, daß der CRM1-
vermittelte Export unter den gewählten Bedingungen kein bedeutender Exportweg für
konstitutiv exprimierte zelluläre mRNAs in Cl-4- und HeLa-Zellen ist.
Um den Kerntransport induzierbarer mRNAs zu untersuchen, wurde die T-Zell-Aktivierung
als System ausgewählt. Nach Aktivierung der T-Zellen und Behandlung mit LMB konnten 11
verschiedene Transkripte wie z.B. die TNFα- oder die CD83-mRNA identifiziert werden, die
eine veränderte Kern/Cytoplasma-Verteilung nach LMB-Behandlung zeigten. Mit
Northernblot- und RT-PCR-Analysen konnte zusätzlich bewiesen werden, daß die
Transkription der meisten untersuchten mRNAs durch T-Zell-Aktivierung induziert wird und
daß Behandlung der Zellen mit LMB zur Reduktion der Gesamtmenge dieser mRNAs führt.
Für sieben dieser mRNAs war außerdem die Bindung an das RNA-Binde-Protein HuR bereits
gezeigt worden. HuR wird unter bestimmten Bedingungen durch CRM1 ins Cytoplasma
transportiert, und deshalb könnte HuR als Adaptor im Export zwischen den identifizierten
mRNAs und CRM1 fungieren. Die Identifizierung dieser induzierbaren CRM1-abhängigen
mRNAs führt zu der Hypothese, daß der CRM1-abhängige Export ein Seitenweg für den
mRNA-Export unter Aktivierungsbedingungen in T-Zellen ist.
Abstract
II
Abstract
The nucleocytoplasmic transport of proteins and RNA-protein-complexes through the nuclear
pore is mediated by transport receptors of the importin ß-family. Different transport receptors
recognize their substrates via distinct motives. CRM1 is an export receptor that binds leucine-
rich nuclear-export-signals of its substrates and possesses a large spectrum of export-
substrates, like proteins and protein-RNA-complexes, e.g. ribosomal-subunits, U snRNPs and
retroviral unspliced mRNAs. Since an exclusive role of CRM1 in retroviral mRNA-export
seemed unlikely, the question arose if CRM1 has the ability to export a subset of cellular
mRNAs, even if bulk mRNA-export is mediated by the export-receptor TAP. There are only a
few reports showing that certain mRNAs might be exported via CRM1.
In this thesis a systematic screening for cellular mRNAs exported by CRM1 was performed.
To do so, the mRNA-export of cells that had been treated with the CRM1-specific inhibitor
leptomycin B (LMB) was compared to the mRNA-export of untreated cells. mRNAs exported
via CRM1 should accumulate in the nucleus after LMB-treatment and should be depleted
from the cytoplasm. To compare the composition of nuclear or cytoplasmic mRNA-
populations of cells treated with or without LMB, representational difference analysis (RDA)
was used as screening method. To validate this method Cl-4-cells that carry a part of the
genome of the human immunodeficiency virus (HIV) and export the HIV-env-mRNA in a
CRM1-dependent manner were used. CRM1-dependent export of the HIV-env-mRNA could
be monitored in these cells, which served as positive-control for the screening. Additionally,
negative-controls like ß-actin- and GAPDH-mRNA were shown not to be dependent on
CRM1.
Besides Cl-4-cells, HeLa-cells were used for RDA. The investigation of the
nucleocytoplasmic distribution of the RNAs obtained from these two cell-lines led to the
identification of the 28S and 18S rRNA as CRM1-substrates. Under the same conditions,
cellular mRNA-substrates for CRM1 were not found. From this the conclusion can be drawn
that under the chosen conditions the CRM1 mediated export is not a major export pathway for
constitutively expressed cellular mRNAs in Cl-4- and HeLa-cells.
To investigate the nucleocytoplasmic export of inducible mRNAs, T-cell-activation was
chosen as a system. After activation of T-cells and treatment with LMB, 11 different
transcripts (e.g TNFα− or CD83-mRNA) were found to have altered nuclear and cytoplasmic
levels upon LMB-treatment. Northernblot- and RT-PCR-analyses displayed that transcription
of most of the examined mRNAs was induced upon T-cell-activation. LMB-treatment of these
cells led to reduced overall amounts of these mRNAs. Seven of these mRNAs had been
previously shown to bind to the RNA-binding-protein HuR. Under certain conditions HuR is
transported into the cytoplasm by CRM1, thus HuR could act as an adaptor between CRM1
and the identified mRNAs. The identification of inducible, CRM1 dependent mRNAs leads to
the hypothesis that the CRM1 dependent mRNA-export pathway can function as an
alternative transport-route in activated T-cells.
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SV40 Simian Virus 40
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I. Einleitung
In eukaryotischen Organismen enthält der Zellkern das Genom der Zelle. Die genomische
DNA dient als Matrize zur Synthese der Boten-RNAs (messenger RNA oder mRNA), die
nach ihrer Reifung ins Cytoplasma transportiert werden, um dort in Proteine translatiert zu
werden. Die Kompartimentierung eukaryotischer Zellen in Zellkern und Cytoplasma macht
den kontrollierten Transport vieler Moleküle zwischen diesen beiden Kompartimenten nötig.
Zum Beispiel müssen Ribosomen und mRNAs aus dem Kern exportiert werden, während
Histone und Transkriptionsfaktoren in den Zellkern importiert werden müssen, um dort ihre
Funktionen zu erfüllen. Der Transport von Molekülen über die Kernmembran erfolgt durch
Kernporen und wird aktiv durch Transport-Rezeptoren vermittelt. Dies erlaubt den selektiven
Transport von Molekülen zwischen diesen beiden Kompartimenten. Der Transport zwischen
Kern und Cytoplasma erlaubt es, daß Zellen aufgrund verschiedenster endogener oder
exogener Signale diesen Transport nach den jeweiligen Bedürfnissen der Zelle zu einem
bestimmten Zeitpunkt steuern können.
I.1 Grundlegende Mechanismen des Kern/Cytoplasma-Transports
Der bidirektionale Transport von Molekülen über die Kernmembran erfolgt durch die
Kernporen, große Proteinkomplexe mit einem Molekulargewicht von 125 MDa. Sie bestehen
aus schätzungsweise 30 verschiedenen Proteinen, den sogenannten Nukleoporinen, die in
einer Achtfach-Symmetrie angeordnet sind (zusammengefaßt in Adam, 2001; Fahrenkrog &
Aebi, 2003; Suntharalingam & Wente, 2003). Moleküle mit einem Durchmesser kleiner als 9
nm oder einem Molekulargewicht kleiner als 20 kDA können durch die Kernpore
diffundieren, während der Transport größerer Moleküle durch Transport-Rezeptoren
vermittelt wird. Der Transport der Moleküle wird von einer Familie von Transport-
Rezeptoren (Karyopherine) vermittelt, die je nach ihrer Funktion Exportine, Importine oder
Transportine genannt werden (zusammengefaßt in Fried & Kutay, 2003; Görlich & Kutay,
1999). Die Familie der Karyopherine besitzt Domänen, mit denen sie Phenylalanin- und
Glycin-reiche Regionen der Nukleoporine (sog. FG-repeats) binden können und zusätzlich
eine Domäne, die an das Protein Ran binden kann. Ran spielt im Transport-Prozeß eine
entscheidende Rolle. Die Direktionalität des Transports wird über einen Ran-Gradienten
vermittelt. Im Zellkern liegt Ran in GTP-gebundener Form vor (RanGTP), während es im
Cytoplasma in GDP-gebundener Form vorkommt (RanGDP) (Abb. I-1). Dieser Gradient wird
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durch Proteine aufrechterhalten, die im Kern bzw. im Cytoplasma lokalisiert sind. Im Kern
tauscht das Chromatin-assoziierte Protein RCC1 an Ran gebundenes GDP gegen GTP aus,
während im Cytoplasma die Proteine RanGAP (Ran GTPase activating protein) und RanBP1
(Ran binding protein 1) die Hydrolyse von RanGTP in RanGDP vermitteln. Diesem System
entsprechend unterscheidet sich der Import und der Export von Molekülen. Ein
Importkomplex besteht aus einem Importin zusammen mit dem jeweiligen Importsubstrat.
Nach Translokation in den Kern bewirkt die Bindung von RanGTP an das Importin die
Freisetzung des Importsubstrates. Ein Export-Komplex hingegen entsteht aus der
kooperativen Bindung des Exportins zusammen mit RanGTP an das Exportsubstrat (siehe
Abb. I-1).
Nach Translokation ins Cytoplasma stimulieren RanGAP und RanBP1 die GTPase-Aktivität
von Ran, was zur Hydrolyse von RanGTP in RanGDP führt, und der trimere Export-Komplex
zerfällt. Die Karyopherine kehren zurück in das jeweilig andere Kompartiment und können
ein neues Transportsubstrat aufnehmen.
Abb. I-1 Grundlegende Mechanismen des Kern/Cytoplasma-Transports
Aus dem Zellkern werden trimere Komplexe, bestehend aus einem Exportin, RanGTP und dem
Exportsubstrat, exportiert. Der Exportkomplex zerfällt im Cytoplasma durch die Interaktion mit RanBP1 und
RanGAP, was zur Hydrolyse von RanGTP zu RanGDP führt. Importkomplexe bestehen aus einem Importin
und einem Importsubstrat. Dieser Komplex zerfällt im Kern durch die Bindung von RanGTP an das
Importin. Die Direktionalität des Transports wird durch den RanGTP-Gradienten zwischen Kern und
Cytoplasma vermittelt.
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Die Spezifität der Transportkomplexe wird durch Erkennungssequenzen der zu
transportierenden Moleküle vermittelt. Beim klassischen Import von Proteinen in den
Zellkern werden sogenannte Kern-Lokalisierungs-Signale (nuclear localization signal, NLS)
von Importin α erkannt und gebunden. Importin α bindet an Importin β, den Transport-
Rezeptor, der für die Interaktion mit Komponenten der Kernpore verantwortlich ist und somit
den Import eines Proteins in den Zellkern vermittelt. Export-Rezeptoren wie CRM1 erkennen
sogenannte Kern-Export-Signale (nuclear export signal, NES) und vermitteln im trimeren
Komplex zusammen mit RanGTP den Export zahlreicher Moleküle. Während NLS-
Sequenzen für Importin α im allgemeinen ein- oder zweiteilige basische
Aminosäuresequenzen sind, sind NES-Sequenzen meist Leucin-reich (siehe unten)
(zusammengefaßt in Fried & Kutay, 2003; Görlich & Kutay, 1999).
I.2 Das Exportin CRM1
CRM1 (Exportin1, Xpo1, Crm1p) ist der Haupt-Export-Rezeptor für zelluläre Proteine. Es
gehört zur Importin ß-Familie der Transport-Rezeptoren und besitzt die Fähigkeit zur
Bindung von RanGTP und Komponenten der Kernpore (Fornerod et al., 1997). CRM1
erkennt Transportsubstrate, die NES-Sequenzen tragen. NES-Sequenzen bestehen aus
Leucinen oder auch anderen hydrophoben Aminosäuren, die im regelmäßigen Abstand
angeordnet sind und durch hauptsächlich geladene, polare oder kleine Aminosäuren getrennt
werden. Die beiden ersten identifizierten NES-Sequenzen wurden im Protein PKI (protein
kinase inhibitor) und im viralen Protein HIV-1 Rev identifiziert (Askjaer et al., 1998; Wen et
al., 1995). Bogerd et al. haben eine Konsensussequenz definiert (Abb. I-2), die in vielen
zellulären Proteinen identifiziert werden konnte (Bogerd et al., 1996).
Abb. I-2 Leucin-reiche Kern-Export-Signale
Die beiden ersten identifizierten Leucin-reichen Kern-Export-Signale von
HIV-1 Rev und dem zellulären Protein PKI und die NES-
Konsensussequenz. Φ = hydrophobe Aminosäuren, hauptsächlich L, V, F
oder I, X = hauptsächlich geladene, polare oder kleine Aminosäuren.
HIV-Rev L-PPL-ERLTL
PKI LALKL-AGLD
Konsensus- ΦX2-3ΦX2-3ΦXΦ
Sequenz
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Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, bildet CRM1 als Exportin einen trimeren Komplex
mit dem zu exportierenden Molekül und RanGTP (Askajer et al., 1998). Dieser Komplex
gelangt durch die Interaktion von CRM1 mit Nukleoporinen der Kernpore in das Cytoplasma,
wo er durch die Interaktion mit RanGAP und RanBP1 zerfällt (Kehlenbach et al., 1999).
Die Bindung von CRM1 an das Substrat kann spezifisch durch Leptomycin B (LMB)
verhindert werden (Nishi et al., 1994; Ossareh-Nazari et al., 1997). LMB ist ein Antibiotikum
aus Streptomyces spec. (Hamamoto et al., 1983), das kovalent an einen Cystein-Rest von
CRM1 bindet (Cys528 in humanem CRM1 und Cys529 in Schizosaccharomyces pombe) und
somit die Bindung an NES-Proteine verhindert (Kudo et al., 1999). CRM1 aus
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) hat an der entsprechenden Position ein Threonin
(Thr538) und ist dadurch resistent gegenüber LMB. Mutiert man diese Aminosäure zu einem
Cystein, ist auch das S. cerevisiae CRM1 LMB-sensitiv (Neville & Rosbash, 1999).
Neben der Rolle im Export zellulärer Proteine exportiert CRM1 U snRNAs, ribosomale
Untereinheiten und die 5S rRNA (Fornerod et al., 1997; Gadal et al., 2001; Ho et al., 2000;
Moy & Silver, 1999; Murdoch et al., 2002). Auch retrovirale ungespleißte oder teilweise
gespleißte mRNAs von komplexen Retroviren wie HIV und HTLV (Human
immunodeficiency virus und Human T-cell leukemia virus, Malim et al., 1989; Bogerd et al.,
1998) werden durch CRM1 in das Cytoplasma exportiert. Dies wirft die Frage auf, ob CRM1
am Export zellulärer mRNAs beteiligt ist. Der Export der verschiedenen RNA-Substrate von
CRM1 wird im folgenden beschrieben.
I.2.1 CRM1 und RNA Export
Da CRM1 selbst keine RNA-Binde-Aktivität besitzt, wird der Export der verschiedenen
RNA-Substrate durch Adaptoren oder Adaptorkomplexe vermittelt. Zum Schutz vor
Degradation durch RNasen existieren RNAs in Protein-RNA-Komplexen, sogenannten
Ribonukleo-Protein-Komplexen (RNPs). Durch RNA-Binde-Domänen und Leucin-reiche
NES vermitteln die Proteine dieser Komplexe die Bindung zwischen CRM1 und den RNAs.
Die verschiedenen Funktionen von CRM1 im Export verschiedener RNPs sind in Abbildung
I-3 zusammengefaßt und werden im weiteren genauer beschrieben.
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I.2.1.1 Export von U snRNAs
U snRNAs (Uridine-rich small nuclear RNAs) sind Bestandteile der sogenannten „small
nuclear ribonucleoprotein particles“ (snRNPs), die beim Spleißen von prä-mRNAs eine Rolle
spielen. Sie werden im Kern transkribiert und mit Ausnahme der U6 snRNA in das
Cytoplasma transportiert (Hamm & Mattaj, 1989; Boelens et al., 1995; u.a.), wo sie mit
Proteinen der snRNPs assemblieren und daraufhin in den Kern reimportiert werden, um prä-
mRNAs im Kern zu spleißen. U snRNAs werden von der RNA-Polymerase II transkribiert
und brauchen eine 7-Methylguanosin-Kappe (m7G-Kappe) an ihrem 5‘-Ende, um effizient
exportiert zu werden (Izaurralde et al., 1995). Die m7G-Kappe wird vom sog. Cap-binding-
complex (CBC), gebunden, der aus den Proteinen CBP20 und CBP80 besteht. Das Protein
PHAX (phosphorylated adapter for RNA export) bindet in phosphorylierter Form zusammen
Abb. I-3 CRM1-vermittelter Kern-Export
CRM1 vermittelt zusammen mit RanGTP den Export von verschiedenen Substraten. Von links nach rechts:
(1) Proteine mit Leucin-reichen Kern-Export-Signalen (NES), (2) U snRNAs vermittelt über die Bindung des
Cap-binding-complex (bestehend aus CBC20 und CBC80) und PHAX an die 7-Methylguanosin-Kappe
(Cap), (3) ribosomale RNA im Komplex mit ribosomalen Proteinen; der Adaptor für die 60S-Untereinheit ist
Nmd3, während für die 40S-Untereinheit der Adaptor noch nicht identifiziert werden konnte. (4) RRE-
enthaltende mRNAs von HIV mittels des viralen Proteins Rev. (5) Möglicherweise werden einige zelluläre
mRNAs mittels CRM1 exportiert. Weitere Erklärungen im Text. Abbildung adaptiert nach Cullen, 2003.
Crm1
RanGTP
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NES
Proteine
Cap
20
80
Phax
U snRNA
40S 60S
X Nmd3
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mit CRM1-RanGTP an den CBC und vermittelt somit den Export der U snRNAs (Ohno et al.,
2000).
I.2.1.2 Export ribosomaler RNA
Ribosomen werden in den Nukleoli, Subkompartimenten des Kerns, hergestellt. Sie bestehen
aus ribosomaler RNA und ribosomalen Proteinen, die in vielen aufeinanderfolgenden
Schritten zusammengesetzt werden. Die große (60S) und die kleine (40S) Untereinheit des
eukaryotischen Ribosoms werden getrennt voneinander im Kern zusammengesetzt und
anschließend exportiert, bevor sie im Cytoplasma das funktionsfähige 80S Ribosom bilden.
Die 28S und 18S rRNAs, die Bestandteile der großen bzw. kleinen ribosomalen Untereinheit
sind, werden somit als Komplex zusammen mit ribosomalen Proteinen exportiert. In
S. cerevisiae vermittelt Crm1p den Export der großen und kleinen ribosomalen Untereinheit.
Der Export der großen Untereinheit wird durch die Bindung des Proteins Nmd3p an eine
Untereinheit des 60S präribosomalen Partikels (RpL10p) bewirkt (Gadal et al., 2001; Ho et
al., 2000). Auch in Säugetierzellen konnte gezeigt werden, daß CRM1 und NMD3 eine Rolle
beim Export der 60S Untereinheit spielen (Thomas & Kutay, 2003; Trotta et al., 2003).
Ebenso wurde gezeigt, daß der Export der kleinen ribosomalen Untereinheit von CRM1
abhängig ist (Moy & Silver, 1999), ein Adaptorprotein für die Interaktion zwischen CRM1
und der 40S Untereinheit ist jedoch noch nicht bekannt.
I.2.1.3 Export retroviraler mRNA am Beispiel von HIV-1
Das Genom des Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) besteht aus neun sich überlappenden
offenen Leserastern. Von diesem Genom werden nach erfolgter reverser Transkription und
Integration der viralen DNA in das Wirtszellgenom mRNAs transkribiert, die ungespleißt,
teilweise gespleißt oder vollständig gespleißt werden. Diese RNAs müssen zur Translation ins
Cytoplasma bzw. zur Verpackung des RNA-Genoms in neue Viruspartikel transportiert
werden. Aufgrund der überlappenden offenen Leseraster enthalten einige der RNAs noch
funktionelle Introns (z.B. die RNA für das Envelope-Protein Env). Um diese mRNAs ins
Cytoplasma exportieren zu können, müssen die zellulären Retentions-Mechanismen für
Intron-enthaltende mRNAs vom Virus umgangen werden. Komplexe Retroviren wie HIV-1
haben Strategien entwickelt, um diese Retention zu umgehen (zusammengefaßt in Cullen,
1998).
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In der frühen Phase der Transkription des Virus werden vollständig gespleißte mRNAs
exportiert und translatiert. Eines der so produzierten viralen Proteine ist Rev, das eine NLS
besitzt, die seinen Transport in den Kern ermöglicht. Dort bindet Rev an ein Element in der
HIV-mRNA, das sogenannte „Rev-responsive-element“ (RRE), das in den RNAs enthalten
ist, die nur teilweise gespleißt werden oder vollständig ungespleißt bleiben (Malim et al.,
1989; Malim et al., 1990; Fischer et al., 1994). Die Bindung von Rev an das RRE ermöglicht
in der späten Phase der Transkription den Export dieser RNAs, die für die Struktur- und
Glyko-Proteine wie das Envelope-Protein des Virus kodieren. Der Export der Rev-RRE-
RNA-Komplexe wird durch CRM1 vermittelt, da Rev ein NES enthält, das von CRM1
erkannt wird (Fischer et al., 1995; Wen et al., 1995). LMB kann den Transport-Prozeß des
Komplexes blockieren, während Rev-unabhängige mRNAs das Cytoplasma erreichen und
translatiert werden können (Wolff et al., 1997).
Wie Rev vermittelt auch das virale Protein Rex des humanen T-Zell-Leukämie-Virus
(HTLV-1) den Export viraler mRNAs mittels CRM1 (Bogerd et al., 1998).
I.2.1.4 Export zellulärer mRNAs
Aufgrund der Funktion von CRM1 im Export teilweise gespleißter und ungespleißter mRNAs
komplexer Retroviren wurde die Frage gestellt, ob CRM1 auch eine Funktion im Export
zellulärer mRNAs besitzt. In S. cerevisiae wurde bei einem temperatur-sensitiven crm1-
Stamm die Akkumulation der poly-(A)+-RNA im Kern bei restriktiver Temperatur beobachtet
(Stade et al., 1997), woraufhin eine Rolle für CRM1 beim Export zellulärer mRNAs
angenommen wurde. Neville et al. (Neville & Rosbash, 1999) zeigten jedoch mit einer LMB-
sensitiven Mutante von S. cerevisiae, daß die beobachtete Kernakkumulation der poly-(A)+-
RNA sowohl signifikant langsamer als die Kernakkumulation eines NLS-NES-GFP-Proteins
als auch langsamer als die poly-(A)+-RNA-Akkumulation in einer Mutante für RanGAP ist.
Daraus wurde geschlossen, daß die poly-(A)+-RNA-Akkumulation in der LMB-sensitiven
Mutante auf einen indirekten Effekt zurückzuführen ist.
Auch in Oozyten von Xenopus laevis (X. laevis) wurde ein Zusammenhang zwischen CRM1
und dem mRNA-Export angenommen, da der mRNA-Export durch Injektion von NES-
Konjugaten inhibiert wurde (Pasquinelli et al., 1997b). Im Gegensatz dazu zeigten jedoch
zwei andere Untersuchungen in X. laevis-Oozyten keine Abhängigkeit des mRNA-Transports
von CRM1. Zum einen konnte gezeigt werden, daß die Sättigung des CRM1-vermittelten
Exports durch Injektion von NES-Konjugaten keinen Einfluß auf den mRNA-Export hat
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(Fischer et al., 1995; Segref et al., 1997). Zum anderen zeigten Fornerod et al., daß LMB den
mRNA-Export nicht inhibiert (Fornerod et al., 1997).
Ebenso widersprüchlich sind Untersuchungen über die Rolle von CRM1 beim mRNA-Export
in Säugetierzellen. Während Watanabe et al. poly-(A)+-RNA-Akkumulation in Ratten-
Fibroblasten bei Behandlung mit LMB beobachten konnten, ist in Kernen von HeLa-Zellen
keine Akkumulation nach LMB-Behandlung festzustellen (Watanabe et al., 1999; Brennan et
al., 2000).
Aufgrund dieser widersprüchlichen Daten wurde angenommen, daß CRM1 höchstens eine
untergeordnete Rolle im zellulären mRNA–Export einzelner mRNAs oder auch nur in
bestimmten Zelltypen spielen könnte (Saavedra et al., 1997a; Neville & Rosbash, 1999). Die
in einigen Publikationen beschriebenen inhibitorischen Effekte von LMB oder NES-
Konjugaten auf den Export zellulärer mRNAs wurden auf indirekte Effekte zurückgeführt,
wie z.B. die Relokalisation von cytoplasmatischen Ran-Effektoren wie RanGAP oder
RanBP1 im Kern, was zum Zusammenbruch des Ran-Gradienten führt und RanGTP-
abhängigen Transport generell inhibiert (Izaurralde et al., 1997).
Als Export-Rezeptor für zelluläre mRNAs konnte statt dessen Mex67p in S. cerevisiae
identifiziert werden. Mex67p interagiert mit dem Nukleoporin Nup85p und führt in mutierter
Form zur Akkumulation von poly-(A)+-RNA im Zellkern (Segref et al., 1997). Das Mex67p-
Homolog TAP (NXF1) in Säugetierzellen vermittelt den Export ungespleißter mRNAs des
Mason-Pfizer monkey virus (MPMV) in das Cytoplasma (Saavedra et al., 1997b; Pasquinelli
et al., 1997a). Es bindet an das „constitutive transport element“ (CTE) in der RNA von
MPMV. In Experimenten mit X. laevis-Oozyten konnte man die generelle Funktion von TAP
im Export zellulärer mRNAs zeigen. Hier wurde die durch Injektion eines CTE ausgelöste
poly-(A)+-RNA-Akkumulation im Kern durch zusätzliche Injektion von TAP wieder
aufgehoben (Gruter et al., 1998). TAP gehört nicht zur Familie der RanGTP-bindenden
Transport-Faktoren. Es bildet ein Heterodimer mit dem Protein p15 und wird durch
Interaktionen mit Proteinen des Spleißapparates an die mRNA rekrutiert (Katahira et al.,
1999; Stutz et al., 2000; Huang et al., 2004).
Auch wenn mittlerweile ausgeschlossen werden kann, daß CRM1 maßgeblich am Export
zellulärer mRNAs beteiligt ist, gibt es dennoch einige Hinweise für eine Funktion von CRM1
im Export einzelner mRNAs und auch im Zelltyp-spezifischen mRNA-Export. Die
existierenden Beispiele zu diesem Thema werden im folgenden aufgeführt.
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I.2.1.4.A Zelltyp-spezifischer Transport mittels NXF3
Während es in S. cerevisiae nur ein Gen für das TAP-Homolog Mex67p gibt, konnten im
Menschen mehrere Gene mit Homologie zu TAP identifiziert werden. Zwei von ihnen, NXF2
und NXF3, enthalten offene Leseraster und liegen auf dem X-Chromosom (Herold et al.,
2000). Beide Gene werden hauptsächlich in Testis-Gewebe exprimiert. Dem NXF3-Gen fehlt
jedoch die C-terminale Domäne, die für den TAP-abhängigen Export und die Bindung an
Nukleoporine verantwortlich ist. Yang et al. konnten zeigen, daß NXF3 trotzdem als mRNA-
Export-Faktor fungiert. Im Hefe-2-Hybrid System wurde gezeigt, daß NXF3 mit CRM1
interagiert. In weiteren Experimenten konnte beobachtet werden, daß der NXF3-vermittelte
mRNA-Export außerdem durch Zugabe von LMB blockiert werden kann (Yang et al., 2001).
Obwohl bisher keine spezifischen Exportsubstrate für den NXF3-vermittelten Export
identifiziert werden konnten, wird angenommen, daß NXF3 als Gewebe-spezifischer mRNA-
Export-Faktor fungiert.
I.2.1.4.B CRM1-Funktion beim Export von Hitzeschock-mRNAs
Da beobachtet wurde, daß der Export von Hitzeschock-Protein-mRNAs bei 42°C durch
Expression hoher Mengen von HIV-Rev teilweise blockiert wird, nimmt man an, daß mRNAs
für Hitzeschock-Proteine möglicherweise über CRM1 exportiert werden (Saavedra et al.,
1997a). Unter Streßbedingungen wie z.B. erhöhter Temperatur wird die Transkription von
mRNAs für Hitzeschock-Proteine induziert, während die Transkription anderer mRNAs
reduziert wird und eine poly-(A)+-RNA-Akkumulation im Kern beobachtet werden kann
(Sadis et al., 1988; Gallouzi et al., 2000). Die Zelle reagiert somit auf die Streß-Situation mit
der erhöhten Expression von Hitzeschock-Proteinen, die durch den Streß denaturierte Proteine
renaturieren sollen. Die Tatsache, daß mRNAs, die für diese Hitzeschock-Proteine kodieren,
einen besonderen Exportweg benutzen, wurde durch die Beobachtung gestützt, daß das
Nukleoporin Rip1p/NUP42 essentiell für den Export von Hitzeschock-mRNAs unter
Hitzeschock-Bedingungen ist (Stutz et al., 1997; Saavedra et al., 1997a). Neville et al.
konnten in einer LMB-sensitiven S. cerevisiae-Mutante unter Hitzeschock-Bedingungen eine
durch LMB induzierte Reduktion der Expression von Hitzeschock-Proteinen beobachten
(Neville & Rosbash, 1999). Da diese Reduktion im Vergleich zu dem Effekt bei Abwesenheit
von Rip1p/NUP42 nur gering ist, wurde angenommen, daß CRM1 nicht der einzige Export-
Rezeptor für diese mRNAs ist.
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Aufgrund von Experimenten mit HeLa-Zellen unter Hitzeschock-Bedingungen nahmen
Gallouzi et al. an, daß CRM1 Hitzeschock-mRNAs exportiert (Gallouzi et al., 2001).
Hitzeschock-mRNAs besitzen genau wie mRNAs für Lymphokine, Cytokine und
Protoonkogene (zusammengefaßt unter dem Begriff „early response genes“) in ihren 3‘-UTRs
sogenannte AU-reiche Elemente (AU-rich elements, ARE, zusammengefaßt in Chen & Shyu,
1995). Diese AREs werden von verschiedenen RNA-bindenden Proteinen erkannt, was
entweder zur Stabilisierung oder zur Destabilisierung dieser mRNAs führen kann. Die
Transkription dieser mRNAs, die kurze Halbwertszeiten besitzen, ist im allgemeinen durch
äußere Einflüsse induzierbar (Hitzeschock, Serumdepletion, T-Zell-Aktivierung etc.). Es
wurde beobachtet, daß das ARE-bindende Protein HuR (HU-Antigen R) unter Hitzeschock
verstärkt an nukleäre mRNAs bindet und daß der Export von HuR aus dem Kern durch die
Zugabe von LMB unter Hitzeschock inhibiert wird. Mittels in situ Hybridisierungen wurde
unter den gleichen Bedingungen die Akkumulation der hsp70-mRNA im Kern gezeigt
Gallouzi et al., 2001). HuR besitzt eine sogenannte HNS-Domäne (für HuR
nucleocytoplasmic shuttling), mittels derer HuR unabhängig von CRM1 exportiert werden
kann. Unter Hitzeschock bindet HuR jedoch verstärkt an zwei Liganden, pp32 und APRIL,
zwei Proteine, die Leucin-reiche NES besitzen CRM1-vermittelt exportiert werden. Aufgrund
dieser Beobachtungen wurde angenommen, daß unter Hitzeschock die hsp70-mRNA über die
Bindung des ARE an HuR exportiert wird und dies durch die Bindung an Komplexe aus
pp32-CRM1 oder APRIL-CRM1 vermittelt wird (Gallouzi et al., 2001). Diese Annahme wird
jedoch kontrovers diskutiert, da Gallouzi et al. die in der in situ Hybridisierung beobachtete
Kernakkumulation der hsp70-mRNA zurückgenommen haben (Gallouzi et al., 2003).
Ein ähnlicher Mechanismus wurde für den Export der c-fos-mRNA angenommen. Die c-fos-
mRNA gehört zu den „early response genes“ und enthält ebenfalls ARE-Sequenzen. Nach
Seruminduktion wird die Transkription der c-fos-mRNA induziert. Durch Zugabe von LMB
konnte auch hier die Kern-Akkumulation der c-fos-mRNA beobachtet werden, weshalb
vermutet wird, daß Komplexe aus HuR mit pp32-CRM1 und APRIL-CRM1 eine Rolle
spielen (Brennan et al., 2000).
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I.2.1.4.C CRM1-abhängiger Export der IFNα1-mRNA
Eine neuere Studie zeigt die Abhängigkeit des Exports der Interferon-α 1-mRNA (IFNα1) von
CRM1 (Kimura et al., 2004). Die Expression von IFNα1 wird bei viralen Infektionen
induziert. Es wurde gezeigt, daß der Export der IFNα1-mRNA bei Überexpression von Rev in
HeLa-Zellen inhibiert wird und daraus folgend eine Kernakkumulation der mRNA zu
beobachten ist. Auch die Behandlung der Zellen mit LMB führt zur Kernretention der IFNα1-
mRNA. Diese Effekte sind im Gegensatz zu den zuvor genannten Beispielen nicht auf das in
der IFNα1-mRNA vorhandenen ARE zurückzuführen, da die IFNα1-mRNA auch ohne das
ARE das gleiche Verhalten zeigt.
I.2.1.4.D tra-2: eine CRM1-abhängig exportierte mRNA in Caenorhabditis elegans
Auch in Caenorhabditis elegans (C. elegans) gibt es ein Beispiel für eine CRM1-abhängig
exportierte mRNA. Für die Entwicklung von Hermaphroditen von C. elegans sind zwei Gene
essentiell, tra-1 und tra-2. Das tra-1-Gen kodiert für einen Transkriptionsfaktor, der in der
Geschlechtsdifferenzierung eine Rolle spielt, während das TRA-2 Protein ein Transmembran-
Protein ist, das an der Signaltransduktion zur Geschlechtsdifferenzierung beteiligt ist
(Kuwabara et al., 1992; Zarkower & Hodgkin, 1992). Die tra-2-mRNA enthält in ihrer
3‘-UTR das „tra-2 retention element“ (TRE). Der Export dieser mRNA ist abhängig von
TRA-1, das an das TRE bindet. Der Export dieses tra-2:TRA-1-Komplexes ist LMB-sensitiv.
Kuersten et al. stellten die Hypothese auf, daß die Bindung zweier Faktoren an das TRE im
Kern den Export mittels des C. elegans TAP (CeNXF1) verhindert, bis TRA-1 durch Bindung
an das TRE den Export des Komplexes induziert. Die beobachtete LMB-Sensitivität wird
möglicherweise durch einen NES-enthaltenden Adaptor bewirkt. Da der tra-2:TRA-1–
Komplex auch im Cytoplasma bestehen bleibt, führt das zum einen zur translationalen
Repression der tra-2-mRNA und zum anderen zur Entfernung des TRA-1
Transkriptionsfaktors aus dem Zellkern, was in der Entwicklung von männlichen Individuen
resultiert (Kuersten et al., 2004).
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I.3 Zielsetzung
Der Export der meisten zellulären mRNAs erfolgt mittels des Export-Rezeptors TAP.
Während für CRM1 eine globale Rolle im mRNA-Export ausgeschlossen werden kann, gibt
es vereinzelte Berichte über die Abhängigkeit bestimmter mRNAs von CRM1.
Da sich bisherige Publikationen zu diesem Thema jeweils nur auf den Export einzelner,
bestimmter mRNAs konzentrierten, soll in dieser Arbeit der CRM1-abhängige Export
zellulärer mRNAs auf Gesamt-mRNA-Ebene untersucht werden. Dazu sollen mittels eines
Screenings zelluläre mRNAs detektiert werden, die CRM1-abhängig exportiert werden. Die
parallele Analyse mehrerer möglicher CRM1-abhängig exportierter Kandidaten-mRNAs
sollte es ermöglichen, grundlegende Mechanismen und Bedingungen, unter denen CRM1-
abhängiger Export zellulärer mRNAs stattfindet, zu identifizieren.
Da die Anzahl der CRM1-abhängig exportierten zellulären mRNAs nicht hoch zu sein
scheint, muß eine Methode zur Beantwortung dieser Frage angewandt werden, bei der keine
Vorauswahl an untersuchten Sequenzen getroffen werden muß. Zur Untersuchung des CRM1-
abhängigen mRNA-Exports sollen Säugetierzellen benutzt werden. Da zu Beginn dieser
Arbeit keine cDNA-Bibliotheken auf Microarray-Basis verfügbar waren, die das gesamte
Transkriptom eines Säugetierzelltyps abdeckten, eignete sich eine Microarray-Analyse hier
nicht als Untersuchungsmethode. Statt dessen soll eine Methode angewandt werden, bei der
theoretisch das gesamte Transkriptom einer Zelle untersucht werden kann. Differential
Display (Liang & Pardee, 1992) oder cDNA Repräsentative Differenzanalyse (cDNA-RDA,
Hubank & Schatz, 1994) bieten sich somit an. Für diese Arbeit wurde die cDNA-RDA
ausgewählt, da sie gegenüber anderen ähnlichen Methoden den Vorteil hat, weniger
falschpositive Ergebnisse zu liefern.
Mittels cDNA-RDA können zwei verschiedene cDNA-Populationen miteinander verglichen
werden, indem cDNAs, die in einer der beiden verwendeten cDNA-Populationen in größerer
Menge vorkommen, angereichert werden. Die cDNA-Populationen sollen in diesen
Experimenten aus Kontrollzellen und aus Zellen mit inhibiertem CRM1-Transportweg
stammen. Dieser soll mit LMB inhibiert werden, da LMB ein spezifischer Inhibitor von
CRM1 ist und CRM1-abhängig exportierte mRNAs durch die Behandlung von Zellen mit
LMB einerseits im Kern akkumulieren und andererseits aus dem Cytoplasma depletiert
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werden sollten. Es sollen jeweils nukleäre bzw. cytoplasmatische RNA-Fraktionen aus LMB-
behandelten und -unbehandelten Zellen miteinander verglichen werden.
Zur Validierung der cDNA-RDA zur Untersuchung des CRM1-abhängigen mRNA-Exports
soll eine bereits bekannte CRM1-abhängig exportierte mRNA (HIV-env) detektiert werden.
Ergebnisse
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II. Ergebnisse
In dieser Arbeit sollen zelluläre mRNAs identifiziert werden, die CRM1-abhängig in das
Cytoplasma transportiert werden. Da es möglich ist, den CRM1-abhängigen Exportweg
selektiv mit Leptomycin B (LMB) zu blockieren, sollten CRM1-abhängig exportierte mRNAs
im Kern zurückgehalten und gleichzeitig aus dem Cytoplasma depletiert werden. Vergleicht
man nukleäre bzw. cytoplasmatische Fraktionen von unbehandelten Zellen mit LMB
behandelten Zellen, sollten sich diese Fraktionen in Bezug auf die Mengen der CRM1-
abhängig exportierten mRNAs unterscheiden. Diese Unterschiede sollten mittels cDNA-
Repräsentativer Differenz-Analyse (cDNA-RDA oder RDA) detektiert werden.
Im ersten Teil dieser Arbeit steht die Validierung der Methode für die Fragestellung im
Vordergrund. Dazu sollte eine bereits bekannte CRM1-abhängig exportierte mRNA, HIV-
env, mittels RDA detektiert werden. Im zweiten Teil der Arbeit wurden RDAs in
verschiedenen Zell-Linien durchgeführt und CRM1-abhängig exportierte zelluläre mRNAs
untersucht.
Zur Durchführung der RDA gibt es zwei prinzipielle Möglichkeiten. Zum einen kann
nukleäre mRNA von zwei Zellpopulationen verglichen werden, die mit LMB behandelt
wurden oder nicht. CRM1-abhängig exportierte mRNAs sollten hypothetisch in der nukleären
Fraktion angereichert werden, die aus LMB behandelten Zellen stammen. Zum anderen
können die cytoplasmatischen mRNA-Fraktionen als Startmaterial ausgewählt werden, bei
denen die unbehandelte cytoplasmatische Fraktion höhere Mengen der gesuchten mRNAs
enthalten sollten als die mit LMB behandelten cytoplasmatischen Fraktionen. Da beide
Möglichkeiten Vor- und Nachteile haben, wurden die RDAs mit beiden Fraktionen
durchgeführt. So könnte bei nukleärer mRNA als Startmaterial die Blockierung des Exports
statt zur Anreicherung vielleicht auch zum Abbau der mRNAs führen. Bei cytoplasmatischer
mRNA als Startmaterial könnte dagegen der Mengenunterschied zwischen den beiden zu
vergleichenden Fraktionen durch LMB nicht hoch genug sein, um diesen mittels RDA
detektieren zu können. Diese Möglichkeiten sind abhängig von der Transkriptionsrate und der
Halbwertszeit einer einzelnen mRNA.
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II.1 Durchführung und Validierung der cDNA-RDA
II.1.1 Prinzip der Repräsentativen Differenz-Analyse (RDA)
Die Repräsentative Differenz-Analyse (RDA) wurde von Lisitsyn et al. entwickelt, um
Unterschiede zwischen komplexen Genomen zu untersuchen (Lisitsyn & Wigler, 1993). Mit
dieser Methode konnten z.B. genomische Deletionen in Krebsgewebe ausfindig gemacht
werden (Lisitsyn et al., 1995). Hubank und Schatz haben diese Methode modifiziert, um
Unterschiede zwischen cDNA-Populationen detektiert zu können. Sie konnten so
transkriptionelle Unterschiede zwischen zwei zu vergleichenden Proben untersuchen (cDNA-
RDA, Hubank & Schatz, 1994). Die Grundlage der cDNA-RDA ist die subtraktive
Hybridisierung und anschließende Amplifikation zweier zu vergleichender cDNA-
Populationen. So können quantitative Unterschiede zwischen diesen beiden Populationen
selektiv angereichert werden, während den Populationen gemeinsame Sequenzen entfernt
werden (Abb. II-1).
Die beiden cDNA-Populationen werden zuerst mit einem Restriktionsenzym verdaut, das
typischerweise eine Sequenz von vier Basenpaaren erkennt (z.B. DpnII mit der
Erkennungssequenz GATC). Dieser Schritt reduziert die Komplexität der Proben, ermöglicht
aber in den darauf folgenden PCR-Reaktionen die Amplifikation einer höheren Anzahl an
cDNA-Fragmenten, da sich die durchschnittliche Länge der cDNA-Fragmente nach dem
Restriktionsverdau auf 286 Basenpaare reduziert (Hubank & Schatz, 1999). Durch Ligation
von Adaptoren an die 5‘-Enden der cDNA-Fragmente können diese mit den Adaptoren als
Primer amplifiziert werden. Diese beiden cDNA-Populationen werden Repräsentationen
genannt, da sie durch den Restriktionsverdau nicht mehr genau der eingesetzten cDNA
entsprechen, sie aber durch die entstandenen Restriktionsfragmente repräsentieren.
Die cDNA-RDA ist eine positive Selektionsmethode. Es werden cDNAs angereichert, die in
einer der beiden cDNA-Populationen in höherer Menge vorkommen. Deshalb werden die
beiden zu vergleichenden Proben unterschiedlich behandelt. Von derjenigen cDNA-
Population, in der nach angereicherten cDNAs gesucht werden soll (die sog. Tester-
Repräsentation oder Tester), werden die ersten Adaptoren wieder entfernt und neue
Adaptoren an die Enden ligiert. Von der anderen cDNA-Population, die alle Sequenzen
enthält, die die beiden Populationen gemeinsam haben (Driver-Repräsentation oder Driver),
werden die im ersten Schritt verwendeten Adaptoren ebenfalls wieder entfernt, sie erhalten
aber im Gegensatz zum Tester keine neuen Adaptoren. Im nächsten Schritt werden Tester und
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Driver mit einem Überschuß an Driver gemischt, denaturiert und hybridisiert, woraufhin sich
drei Arten verschiedener Hybrid-Moleküle bilden können (Abb. II-1). Am häufigsten bilden
sich Hybride aus zwei Driver-Molekülen, darauf folgen Hybride aus je einem Molekül aus
Tester und Driver, während am seltensten Hybride aus zwei Tester-Molekülen entstehen, den
Sequenzen, die im Tester im Vergleich zum Driver im Überschuß vorkommen und die mittels
RDA angereichert werden sollen.
Zur Amplifikation werden daraufhin Primer verwendet, die zu den an den Tester ligierten
Adaptoren homolog sind. Da die Driver/Driver-Hybride die Adaptoren nicht tragen, können
sie nicht amplifiziert werden. Die Tester/Driver-Hybride können nur linear amplifiziert
werden, da die Primerbindestelle nur an einem der beiden Stränge vorliegt, während die
Tester/Tester-Hybride exponentiell amplifiziert werden. Zur Erhöhung der Spezifität wird die
Amplifikation dieser Hybride in drei Schritten durchgeführt. Nach einer Amplifikation mit
nur 10 PCR-Zyklen wird der Ansatz mit einem Einzelstrang-spezifischen Enzym verdaut
(Mung-Bean-Nuklease), woraufhin eine zweite Amplifikation mit einer höheren Zyklenzahl
erfolgt. Das Produkt dieser Reaktionen ist das erste Differenzprodukt (DP1). Da eine Runde
der Selektion meist nicht ausreicht, um die Tester/Tester-Hybride gegenüber den anderen
Hybriden signifikant anzureichern, werden mehrere Runden der subtraktiven Hybridisierung
mit steigenden Mengen an Driver durchgeführt. Dazu werden am ersten Differenzprodukt die
Adaptoren gegen neue Adaptoren ausgetauscht und das DP1 als neuer Tester in eine weitere
Runde der Hybridisierung eingesetzt. Die Anzahl der Hybridisierungsrunden muß
experimentell bestimmt werden. Sie werden so lange mit steigenden Tester/Driver-
Verhältnissen wiederholt, bis sich aus der anfänglich komplexen cDNA mit cDNA-
Fragmenten im Bereich von 200-1000 Basenpaaren einzelne Fragmente selektiv hervorheben.
Diese cDNA-Fragmente können anschließend mit Vektoren ligiert, sequenziert und auf den
vorhandenen Unterschied in den beiden zu vergleichenden cDNA-Populationen hin validiert
werden.
Der Vorteil dieser Methode liegt zum einen darin, daß keine Vorselektion an zu
untersuchenden Sequenzen getroffen werden muß, wie es z.B. bei Analysen mittels cDNA-
Bibliotheken auf DNA-Chips der Fall ist. Zum zweiten ist die Menge an falschpositiven
Sequenzen bei der cDNA-RDA im Vergleich zu anderen ähnlichen Methoden wie z.B.
Differential Display gering (Melia et al., 1998; Harris et al., 1998).
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Abb. II-1 Prinzip der Repräsentativen Differenz-Analyse
Aus den zwei zu vergleichenden Proben wird RNA isoliert, cDNA produziert und diese mit DpnII verdaut.
Durch Ligation von Adaptoren kann die cDNA amplifiziert werden. Diese Adaptoren werden wieder entfernt
und nur der Tester erhält neue Adaptoren. Tester und Driver bestehen somit aus amplifizierten cDNA-
Fragmenten und repräsentieren die in das Experiment eingesetzten zu vergleichenden RNA-Populationen.
Der Tester enthält die gesuchten Sequenzen hypothetisch im Überschuß zum Driver und wird an den
5‘-Enden mit Adaptoren ligiert (schwarze Kästen). Durch Mischung von Tester und Driver, Hybridisierung
und Amplifikation mittels Adaptor-spezifischen Primern werden nur Hybride aus zwei Tester-Molekülen
exponentiell amplifiziert. Am daraus resultierenden ersten Differenzprodukt werden die Adaptoren daraufhin
ausgetauscht (graue Kästen) und dieses in weitere Hybridisierungsrunden eingesetzt, bis die überschüssigen
Tester-Hybride gegenüber allen anderen Sequenzen angereichert sind.
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Vor Durchführung der RDA musste zunächst die Qualität der einzusetzenden RNA und die
Qualität der Fraktionierung in nukleäre und cytoplasmatische RNA überprüft werden. Im
Anschluß daran wurde überprüft, ob die Behandlung von Zellen mit LMB zu einer
veränderten Kern/Cytoplasma-Verteilung der für diesen Ansatz ausgesuchten
Positivkontrolle, der HIV-env-RNA, führt und sie mittels RDA detektiert werden kann.
Daraufhin wurden RDAs mit nukleärer und cytoplasmatischer RNA aus Cl-4-Zellen und
HeLa-Zellen durchgeführt. Cl-4- Zellen enthalten einen Teil des HIV-1-Genoms, der unter
anderem für Rev und Env kodiert (Kräusslich et al., 1993). Somit kann mit dieser Zell-Linie
der Rev-abhängige Export der env-mRNA untersucht werden.
II.1.2 Qualität des Ausgangsmaterials
Für den Erfolg der RDA war zunächst die Qualität des Ausgangsmaterials entscheidend. Die
RNA der beiden zu vergleichenden Proben sollte von gleicher Qualität und nicht degradiert
sein. Nach Fraktionierung von mit und ohne LMB behandelten Zellen in eine Kern- und
Cytoplasma-Fraktion und anschließender RNA-Extraktion wurde die Qualität mittels eines
Agarosegels überprüft (Abb. II-2A). Da entweder cytoplasmatische oder nukleäre mRNA in
Abb. II-2 Kontrolle der RNA-Qualität und der Kern/Cytoplasma Fraktionierung
A: je 5 µg Gesamt-RNA aus +LMB und -LMB Cl-4-Zellen wurden in einem denaturierenden Agarosegel zur
Qualitätskontrolle aufgetrennt; B: U6 snRNA Northernblot; Spur 1: Kern-RNA –LMB, Spur 2: Cytoplasma-
RNA –LMB, Spur 3: Kern-RNA +LMB, Spur 4: Cytoplasma-RNA +LMB; K=Kern, C=Cytoplasma; die U6
snRNA ist 176 Nukleotide lang; LMB-Behandlung 15 Stunden.
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der RDA eingesetzt werden sollte, wurde auch die Qualität der RNA-Fraktionierung in
nukleäre und cytoplasmatische RNA mittels Northernblot überprüft. Als radioaktive Sonde
wurde ein DNA-Fragment der U6 snRNA benutzt. Diese U snRNA ist ausschließlich nukleär
und kann somit als Qualitätskontrolle für die Integrität der Kernfraktion benutzt werden
(Boelens et al., 1995). Wie in Abbildung II-2B zu sehen ist, erscheint das für die U6 snRNA
spezifische Signal sowohl in mit LMB behandelten als auch unbehandelten Zellen fast
ausschließlich in den Kernfraktionen. Da die RNA-Fraktionen nach Beurteilung im
Agarosegel von gleich guter Qualität waren und auch die Fraktionierung in nukleäre und
cytoplasmatische RNA-Fraktionen ausreichend war, konnten diese RNA-Fraktionen in RDAs
eingesetzt werden.
II.1.3 Validierung der Methode
Die cDNA-RDA wurde bisher nur zum Vergleich des transkriptionellen Profils zweier Proben
benutzt. In dieser Arbeit sollten jedoch mit dieser Methode erstmals unterschiedliche Mengen
einzelner mRNAs in einzelnen Zellkompartimenten, dem Kern und dem Cytoplasma,
detektiert werden. Um die Methode zu validieren, sollte deshalb zunächst untersucht werden,
ob eine entsprechende Positivkontrolle mittels RDA detektiert werden kann. Eine bereits
bekannte und gut studierte mRNA, die vermittelt durch CRM1 ins Cytoplasma transportiert
wird, ist die mRNA für das Hüll-Protein von HIV-1, Env. Die env-mRNA wird mittels des
viralen Adaptors Rev an CRM1 gebunden und exportiert. Zur Validierung der RDA wurde
eine Zell-Linie (Cl-4) benutzt, die einen Teil des HIV-Genoms enthält, der unter anderem für
den Adaptor Rev und die env-mRNA codiert. In dieser Zell-Linie findet somit der Rev-
abhängige Export der env-mRNA über CRM1 statt.
Zunächst wurde der Effekt von LMB auf den Export der env-mRNA mittels Northernblot
dokumentiert (Abb. II-3). Wie man in den ersten beiden Spuren des Blots sehen kann, ändert
die Behandlung der Zellen mit LMB für 24 Stunden nichts an der nukleären Menge der env-
mRNA. Im Cytoplasma zeigt die Behandlung mit LMB jedoch einen klaren Effekt, da die
env-Bande in Spur 3 im Vergleich zur Spur 4 nicht mehr sichtbar ist. Die env-mRNA wird
durch die Blockade mittels LMB nicht mehr ins Cytoplasma exportiert. Da gleiche Mengen
poly-(A)+-RNA geladen wurden, entsprechen die Signalintensitäten zwischen Kern- und
Cytoplasma-Fraktionen nicht den Verhältnissen in der Zelle, es bleibt jedoch anzumerken,
daß die Kernsignale für die env-mRNA relativ stark sind.
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Aufgrund der schwachen cytoplasmatischen Signale der env-mRNA im Northernblot wurde
für eine quantitative Analyse des Effekts von LMB auf den Export der env-mRNA und zur
Etablierung einer sensitiven Methode für die Analyse weiterer Klone die quantitative Real-
Time-PCR eingesetzt (Lightcycler von Roche). Gleiche Mengen cDNA aus mit und ohne
LMB behandelten Cl-4-Zellen (LMB-Behandlung 20 Stunden) wurden revers transkribiert
und in eine env-spezifische PCR eingesetzt. Die Amplifikation erfolgte in Anwesenheit des
Farbstoffes SYBR-Green, der sich in doppelsträngige DNA einlagern kann. Die Entstehung
der amplifizierten DNA kann somit durch den Anstieg der Fluoreszenz über die Zyklenzahl in
Echtzeit verfolgt werden und mittels einer Standardkurve die im Ausgangsmaterial
vorhandene Menge env-cDNA berechnet werden.
Zur genaueren Normalisierung der eingesetzten cDNA-Mengen wurde die reverse
Transkription in Anwesenheit von 32P-dCTP durchgeführt. Die Qualität der cDNA wurde
mittels eines Autoradiogramms eines Agarosegels bestimmt, in dem die radioaktiv markierte
cDNA aufgetrennt wurde (nicht gezeigt). In die PCR-Reaktion wurden gleiche Mengen
cDNA eingesetzt (bestimmt anhand der radioaktiven Zerfälle pro Minute).
In Abbildung II-4 ist eines der Experimente exemplarisch dargestellt. Im oberen Diagramm ist
die env-spezifische PCR und im unteren die ß-actin-spezifische PCR als Kontrolle gezeigt. Zu
sehen ist der Anstieg der SYBR-Green-Fluoreszenz (und somit die Zunahme der DNA-
Menge) über die Zyklenzahl.
Wie man an den Graphen bereits deutlich sehen kann, sind in etwa die gleichen Mengen env-
cDNA in den nukleären Fraktionen vorhanden (vgl. dunkelblaue zu dunkelroter Linie)
während sie sich in den cytoplasmatischen Proben deutlich unterscheiden (gelbe zu hellblauer
Linie) mit einer höheren Menge in der unbehandelten cytoplasmatischen Fraktion. Analog
zum Northernblot zeigt sich auch hier beim Einsatz gleicher Mengen der Kern- und
Cytoplasma-Fraktionen auch die höhere Menge an env-mRNA in den Kernfraktionen. Im
Gegensatz dazu sind die Mengen der ß-actin-cDNA in allen Proben ungefähr gleich (II-4B).
Abb. II-3 LMB-Behandlung blockiert den Export der env-mRNA
Northernblot mit je 200 ng poly-(A)+-RNA aus fraktionierten Cl-4-Zellen mit env-spezifischer DNA-
Sonde; Spur 1: Kern-mRNA +LMB, Spur 2: Kern-mRNA –LMB, Spur 3: Cytoplasma-mRNA +LMB,
Spur 4: Cytoplasma-mRNA –LMB; LMB-Behandlung 24 Stunden.
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Abb. II-4 Analyse der env-cDNA-Mengen in cytoplasmatischen und nukleären + und –LMB
Fraktionen mittels Real-Time PCR
A: Graph der Fluoreszenzzunahme des env-spezifischen DNA-Produktes über die Zyklenzahl; B: Graph der
Fluoreszenzzunahme des ß-actin-spezifischen DNA-Produktes über die Zyklenzahl; es wurden gleiche
Mengen cDNA und indizierte Mengen der Standardplasmide zur Erstellung der Eichgeraden eingesetzt;
LMB-Behandlung 20 Stunden.
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Die Mengenunterschiede zwischen +LMB und –LMB-Fraktionen wurden quantifiziert, indem
die Quotienten von +LMB/-LMB der Kernfraktionen und –LMB/+LMB der Cytoplasma-
Fraktionen gebildet wurden (das entspricht jeweils dem Verhältnis von Tester/Driver-cDNA,
Abb. II-5).
Entsprechend den Daten des env-Northernblots bestätigt sich mittels der Quantifizierung über
Real-Time-PCR, daß die LMB-Behandlung der Zellen zu keiner signifikanten Änderung der
env-mRNA-Mengen im Kern führt, da der errechnete Faktor ungefähr gleich 1 ist, während
sich im Cytoplasma die env-mRNA Menge durch die LMB-Behandlung um etwa das fünf-
fache verringert.
Mittels der Northernblot-Analyse und der Quantifizierung durch Real-Time-PCR konnte
gezeigt werden, daß die Behandlung von Cl-4-Zellen mit LMB für 20 Stunden zur Depletion
der HIV-env-mRNA aus dem Cytoplasma um den Faktor 5 führt. Somit sollte dieser
Unterschied auch mittels RDA cytoplasmatischer RNA-Fraktionen aus Cl-4-Zellen
detektierbar sein und müßte sich bereits in den Tester- und Driver-Repräsentationen
widerspiegeln. Um zu überprüfen, ob das tatsächlich der Fall ist, wurde ein cDNA-
Southernblot mit cytoplasmatischen Repräsentationen aus Cl-4-Zellen durchgeführt. Als
radioaktive Sonde wurde ein DpnII-Fragment der HIV-env-mRNA eingesetzt.
Abb. II-5 Quantifizierung der Mengen-
Unterschiede der env-cDNA zwischen nukleären
bzw. cytoplasmatischen Fraktionen aus + und
–LMB Zellen
Bei den Kernfraktionen wurde der Quotient aus
+LMB zu –LMB der auf radioaktive Zerfälle/Minute
normalisierten env-cDNA-Mengen gebildet,
Mittelwert aus 2 Experimenten mit
Standardabweichung; bei den Cytoplasmafraktionen
wurde der Quotient aus -LMB zu +LMB der auf
radioaktive Zerfälle/Minute normalisierten env-
cDNA-Mengen gebildet, Mittelwert aus 3
Experimenten mit Standardabweichung.
Abb. II-6 Die cytoplasmatische Depletion der env-mRNA
durch LMB ist in Repräsentationen detektierbar
cDNA-Souternblot der Tester- und Driver-Repräsentation aus
cytoplasmatischer Cl-4-RDA mit für env und ß-actin spezifischen
Sonden; T=Tester, D=Driver.
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In Abbildung II-6 sieht man den deutlichen Unterschied des env-Fragmentes in den
cytoplasmatischen Repräsentationen im Gegensatz zu den gleichbleibenden Mengen eines
ß-actin-Fragmentes. Der Tester stammt in diesem Fall aus cytoplasmatischer mRNA aus
unbehandelten Zellen und der Driver aus cytoplasmatischer mRNA aus mit LMB behandelten
Zellen, in der auch eine cytoplasmatische Depletion der env-mRNA wie im Northernblot und
in der Real-Time-PCR zu beobachten ist. Diese Ergebnisse legen nahe, daß es möglich sein
sollte, cDNA-Fragmente der env-mRNA mittels RDA zu detektieren und damit deren CRM1-
abhängigen Export zu untersuchen.
II.1.4 Durchführung der RDA
Die in dieser Arbeit durchgeführten RDAs wurden nach einem optimierten Protokoll von Dr.
Marcus Frohme (DKFZ) durchgeführt. Die fraktionierte mRNA wurde in cDNA
umgeschrieben, eine Zweit-Strangsynthese durchgeführt und diese doppelsträngige cDNA mit
Abb. II-7 Qualität der Repräsentationen und Zwischenstufen der RDA
A: Agarosegel mit Tester- und Driver-Repräsentationen aus nukleärer HeLa-mRNA; T=Tester,
D=Driver, M= DNA-Größenstandard; der Tester stammt aus Kern-mRNA aus +LMB Zellen, während
der Driver aus Kern-mRNA aus –LMB Zellen stammt; B: je gleiche Anteile (1/10) verschiedener
Zwischenstufen der RDA wurden in einem Agarosegel aufgetrennt; Spur 1 und 2: Tester- bzw. Driver-
Repräsentation, Spur 3: – reverse Transkriptase-Kontrolle, Spur 4: Test-PCR der Ligation der J-Bgl-24-
Adaptoren an die Tester-Repräsentation, Spur 5: erste PCR nach der ersten subtraktiven Hybridisierung,
Spur 6: Mung-Bean-Nuclease-Verdau, Spur 7: Differenzprodukt 1 (DP1).
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dem Restriktionsenzym DpnII geschnitten. An diese geschnittene cDNA wurde der erste
Adaptor ligiert (R-Bam-24), anschließend wurden homologe Primer zur Amplifikation der
Tester- und Driver-Repräsentationen eingesetzt.
In Abbildung II-7A sind R-Bam-24 ligierte Repräsentationen in einem Agarosegel
aufgetrennt worden. Man sieht, daß diese cDNA- Fragmente aufgrund des
Restriktionsverdaus mit DpnII zwischen 200 und 1000 Basenpaaren lang sind, was der
erwarteten Größenverteilung der cDNA durch den Restriktionsverdau mit DpnII entspricht.
Die Kontrolle der einzelnen Schritte der RDA erfolgte immer über Auftrennung in
Agarosegelen. In Abbildung II-7B sind exemplarisch verschiedene Zwischenstadien der RDA
mit nukleären HeLa-mRNA-Fraktionen nebeneinander aufgetragen, um den Verlauf der
Selektion zu dokumentieren. In den ersten beiden Spuren sind nochmals die Tester- bzw.
Driver-Repräsentation wie in Abbildung II-7A aufgetragen. Bis zur Generierung dieser
Repräsentationen wurden Kontrollen ohne Reverse Transkriptase mitgeführt, um eine
Kontamination der Proben mit genomischer DNA ausschließen zu können (Spur 3). Nach der
Herstellung der Repräsentationen wurden die R-Bam-24-Adaptoren durch einen DpnII-
Restriktionsverdau wieder entfernt. Die Driver-Repräsentation wird in diesem Zustand
belassen, während der Tester mit neuen Adaptoren ligiert wird (J-Bgl-24). Nach der Ligation
wurde der Erfolg der Reaktion durch eine Test-PCR mit J-Bgl-24 als Primer bestimmt (Spur
4). Anschließend wurde die erste subtraktive Hybridisierung in einem Tester:Driver
Verhältnis von 1:100 angesetzt und die Reaktion mit J-Bgl-24 Adaptoren für 10 Zyklen
amplifiziert und aufgereinigt.
Die Amplifikation des Hybridisierungsansatzes mit einer niedrigen Zyklenzahl soll die Menge
weniger abundanter Sequenzen erhöhen, bevor einzelsträngige DNA durch einen Verdau mit
Mung-Bean-Nuclease entfernt wird, um die Reaktion spezifischer zu machen (Hubank &
Schatz, 1999). Der Verdau mit Mung-Bean-Nuclease resultierte meistens im Verschwinden
des cDNA-Schmiers (Spur 6). Nach Inaktivierung des Enzyms wurde die Reaktion für weitere
18 Zyklen amplifiziert. Das Endprodukt dieser Reaktion war das erste Differenzprodukt
(DP1), das in den meisten Fällen im Agarosegel den Repräsentationen ähnelt (Spur 7).
Je nach Ausgangsmaterial der RDAs wurden weitere Runden der subtraktiven Hybridisierung
durchgeführt, bis in den Differenzprodukten einzelne Banden stärker hervortraten und der
cDNA-Schmier weitgehend verschwunden war. In den mit nukleärer RNA aus HeLa- und
Cl-4-Zellen durchgeführten RDAs traten im Differenzprodukt 2 (DP2) nach der
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2. Hybridisierung im Verhältnis 1:800 je eine Bande stärker hervor, so daß keine weiteren
Hybridisierungsrunden angeschloßen wurden. Die Veränderung des Bandenmusters von DP1
zu DP2 in den RDAs für diese beiden Zell-Linien ist in Abbildung II-8A dokumentiert.
Bei RDAs mit cytoplasmatischem Ausgangsmaterial wurden drei Hybridisierungsrunden
durchgeführt, wobei die letzte Hybridisierung im Verhältnis 1:400.000 angesetzt wurde. Das
Differenzprodukt 3 (DP3) aus der cytoplasmatischen RDA der HeLa-mRNA zeigte
hauptsächlich wieder eine Bande, deren Größe nicht mit der Hauptbande der nukleären RDA
Abb. II-8 Differenzprodukte der nukleären und cytoplasmatischen RDAs aus HeLa- und Cl-4-Zellen
und Restriktion isolierter Klone
A: Je 1/10 DP1 und DP2 aus nukleärer HeLa- und Cl-4-RDA wurden in einem Agarosegel aufgetrennt, B: Je
1/10 DP1 – DP3 aus cytoplasmatischer HeLa- und Cl-4-RDA wurden in einem Agarosegel aufgetrennt; die
auf der linken Seite angezeigten Banden werden im späteren Verlauf einzeln analysiert; C: NotI-
Restriktionsverdau zufällig ausgewählter Klone aus nukleären RDAs, in Spur 7 und 17 wurden zum
Vergleich das DP2 der jeweiligen Zell-Linie aufgetragen.
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identisch ist, während im DP3 der Cl-4-RDA mehrere Banden stärker hervortraten (Abb. II-
8B).
Die Differenzprodukte wurden in den Vektor pGem-T Easy ligiert. Nach anschließender
Transformation in kompetente Bakterien wurden zufällig cDNA-Klone ausgewählt und die
Plasmide isoliert. Um herauszufinden, ob alle ausgewählten Klone die gleiche cDNA tragen
(z.B. die in Abb. II-8A sichtbaren Hauptbanden des HeLa- bzw. Cl-4-DP2) wurden die
Größen der klonierten cDNAs durch Restriktionsverdau bestimmt. Der Vektor pGem-T Easy
enthält beiderseits der Klonierungstelle je eine NotI-Schnittstelle. Dieses Enzym wurde für
den Restriktionsverdau benutzt und die Reaktionen anschließend in einem Agarosegel
aufgetrennt. In Abbildung II-8C kann man sehen, daß die zufällig ausgewählten cDNA-Klone
verschieden groß und von der im DP2 sichtbaren Hauptbande verschieden sind (DP2 in Spur
7 und 17). Hier wird auch schon deutlich, daß die cDNA-Fragmente in der Größe zwischen
200 und 600 Basenpaaren bevorzugt durch die PCR-Reaktionen in der RDA amplifiziert
werden. Die in Spur 14 und 16 auftretenden Doppelbanden könnten entweder daher
resultieren, daß die cDNA selbst eine NotI-Schnittstelle trägt oder das zwei Kolonien mit
zwei unterschiedlichen cDNAs ausgewählt wurden.
II.1.5 Detektion von env-Klonen aus cytoplasmatischer Cl-4 RDA
Um herauszufinden, ob das Endprodukt der cytoplasmatischen Cl-4-RDA env-mRNA Klone
enthält, wurden sowohl das DP2 als auch das DP3 der cytoplasmatischen Cl-4-RDA mit dem
Vektor pGem-T Easy ligiert, in kompetente Bakterien transformiert und Kolonieblots mit
einer env-spezifischen radioaktiv markierten Sonde durchgeführt. Die env-spezifische Sonde
überspannte mehrere DpnII-Schnittstellen (Abb. II-9, grau unterlegt) und enthielt keine
weiteren überlappenden offenen Leseraster von HIV-1. Nach Auswahl putativ positiver Klone
wurden diese mittels verschiedener Restriktionsverdau-Reaktionen auf Anwesenheit
Abb. II-9 Identifikation eines env-cDNA-Klons aus cytoplasmatischer Cl-4-RDA
Schematische Darstellung des HIV-1-env-Gens mit DpnII-Schnittstellen und den Primerbindestellen für
das als Sonde verwendete PCR-Produkt, Primer: H176+ und HW3363-; grau: DpnII-Fragmente, die mit der
Sonde detektiert werden sollten; schwarz: Fragment, das durch Sequenzierung als env-cDNA identifiziert
wurde.
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einzigartiger Schnittstellen innerhalb der verschiedenen möglichen env-DpnII-Fragmente
überprüft. Entsprechende Kandidaten wurden schließlich sequenziert. Dadurch konnten aus
dem DP2 Klone identifiziert werden, die das env-Fragment zwischen den DpnII-Schnittstellen
an Position 8162 und 8649 tragen (in Abb. II-9 schwarz markiert). Zur Überprüfung der
Spezifität wurden Kolonieblots auch mit radioaktiven Sonden für ß-actin hybridisiert. Nach
Autoradiographie dieser Kolonieblots konnten keine für ß-actin spezifischen Signale
detektiert werden. Das spricht dafür, daß im DP2 bereits eine spezifische Anreicherung
stattgefunden hat und beliebige cDNAs, z.B. ß-actin, die im cDNA-Southernblot keinen
signifikanten Unterschied zwischen Tester- und Driver-Repräsentationen zeigen (Abb. II-6),
nicht in den Differenzprodukten vorkommen.
Mit der Identifikation der env-Klone konnte gezeigt werden, daß es unter den gewählten
Bedingungen möglich ist, Konzentrationsunterschiede zwischen zwei RNA-Fraktionen, wie
sie nach LMB-Behandlung auftreten, mittels RDA zu detektieren. Somit sollte es möglich
sein, weitere CRM1-abhängig exportierte mRNAs mittels RDA sowohl aus Cl-4-Zellen als
auch aus HeLa-Zellen zu identifizieren.
Dementsprechend wurden im nächsten Teil der vorliegenden Arbeit zufällig ausgewählte
Klone aus nukleären und cytoplasmatischen RDAs beider Zell-Linien analysiert.
II.1.6 Analyse zufällig ausgewählter RDA-Klone aus nukleären RDAs
II.1.6.1 Ribosomale RNA
II.1.6.1.A Identifikation von ribosomaler RNA
Aus der RDA, die zur Identifikation von env-Sequenzen führte, bzw. aus parallel
durchgeführten RDAs wurden zufällig Klone ausgewählt und cDNA-Southernblots mit
radioaktiv markierten Klon-cDNAs als Sonden durchgeführt. Klone, die einen
Mengenunterschied zwischen Tester und Driver Repräsentation zeigten, wurden anschließend
sequenziert. Viele Klone aus nukleären HeLa- bzw. Cl-4-RDAs, die in den Repräsentationen
einen deutlichen Unterschied zeigten, wurden als 28S rRNA identifiziert (Abb. II-10A oben).
Aus Kern-RDAs von HeLa- und Cl-4-Zellen wurden je zwei unterschiedliche DpnII-
Fragmente der 28S rRNA identifiziert, wobei je eines der beiden Fragmente zwischen den
Zell-Linien identisch ist. Somit wurden insgesamt drei unterschiedliche 28S rRNA Fragmente
identifiziert (in Abb. II-10B schwarz unterlegt). Dieses Ergebnis war insofern unerwartet,
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weil für die cDNA-Synthese aus der aufgereinigten poly(A)+-RNA ein Oligo-(dT)-Primer
verwendet wurde und ribosomale RNA keinen poly-(A)-Schwanz enthält. Die Anwesenheit
von ribosomalen Sequenzen in cDNA-Bibliotheken ist jedoch nicht unüblich (Gonzalez &
Sylvester, 1997; Frohme et al., 2000).
II.1.6.1.B Biologische Relevanz der rRNA Klone
Die hohe Abundanz der rRNA-Klone und der deutliche Unterschied der Signale zwischen
Tester- und Driver-Repräsentation der cDNA-Southernblots für die 28S und 18S rRNA
deuteten auf die biologische Relevanz dieser Klone hin. Aus S. cerevisiae war schon bekannt,
daß ribosomale RNA im Komplex mit ribosomalen Proteinen als prä-ribosomale Partikel
mittels des CRM1-Homologs Xpo1 aus dem Zellkern exportiert wird und dieser Export auch
durch LMB inhibiert werden kann (Gadal et al., 2001). Zur weiteren Untersuchung wurde die
zelluläre Verteilung der 28S rRNA mit und ohne LMB mittels in situ Hybridisierung mit einer
fluoreszierend markierten 28S rRNA–Sonde in Cl-4-Zellen untersucht.
In Abbildung II-11 ist zu sehen, daß in unbehandelten Zellen die 28S rRNA sowohl
gleichmäßig im Cytoplasma verteilt als auch in den Nukleoli des Kerns lokalisiert ist, in
denen die rRNA synthetisiert wird. Nach Über-Nacht-Inkubation mit LMB erhöht sich die
Lokalisation der 28S rRNA in den Nukleoli. Die Spezifität der Signale wurde mit einem
Abb. II-10 cDNA-Klone kodierend für rRNA zeigen Unterschiede zwischen Tester und Driver
A: cDNA Southernblot mit Repräsentationen aus nukleärer HeLa-mRNA mit für 28S rRNA-, 18S rRNA-
und ß-actin-spezifischen Sonden; T=Tester, D=Driver; B: Schematische Darstellung der humanen 28S
rDNA mit DpnII-Schnittstellen und den in der RDA identifizierten Fragmenten (schwarz).
Ergebnisse
29
komplementären in vitro Transkript überprüft (nicht gezeigt). Diese Ergebnisse wurden durch
Publikationen bestätigt, die den CRM1-abhängigen Export der ribosomalen Untereinheiten in
Säugetierzellen zeigen (publiziert während dieser Doktorarbeit: Thomas & Kutay, 2003;
Trotta et al., 2003).
Die 28S rRNA-Sequenzen wurden in nukleärer RDA detektiert. Um herauszufinden, ob
ribosomale RNA auch in RDAs mit cytoplasmatischem Ausgangsmaterial amplifiziert werden
könnte, wurden cytoplasmatische Repräsentationen mit einer 28S rRNA-Sonde hybridisiert.
Wie in Abbildung II-12 deutlich sichtbar ist, ist die Menge der 28S rRNA im Tester nicht
höher als in der Driver-Repräsentation, so daß nicht erwartet wurde, ribosomale Sequenzen
aus cytoplasmatischen RDAs zu amplifizieren.
Die aufgeführten Untersuchungen zum Effekt von LMB auf die Kernakkumulation
ribosomaler RNA mittels in situ Hybridisierung und Northernblot zeigen, daß das Erscheinen
der 28S rRNA in den RDAs auf den CRM1-abhängigen Export der großen ribosomalen
Untereinheit zurückzuführen ist. Das Erscheinen der ribosomalen Sequenzen in den nukleären
RDAs sind eine weitere Positivkontrolle für das Funktionieren der RDA für die in dieser
Doktorarbeit behandelte Fragestellung.
Abb. II-11 LMB verändert die Kern/Cytoplasma-Verteilung der 28S rRNA
In situ Hybridisierung mit einem für die 28S rRNA spezifischen Fluorescein-markierten in vitro Transkript
in Cl-4-Zellen mit und ohne LMB, LMB-Behandlung über Nacht.
Abb. II-12 Ein Effekt von LMB auf die cytoplasmatische Menge
der 28S rRNA ist nicht sichtbar
cDNA Southernblot mit cytoplasmatischen Repräsentationen.
Verwendet wurden für 28S rRNA- und ß-actin- spezifische radioaktiv
markierte Sonden; T=Tester, D=Driver.
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II.1.6.1.C Unterdrückung der 28S rRNA-Sequenzen durch „doping the driver“
Da die bevorzugte Amplifikation besonders abundanter Sequenzen wie der für die 28S rRNA
kodierende cDNA die Amplifikation weniger abundanter Sequenzen in einer PCR-Reaktion
unterdrücken kann, wurde die Amplifikation der 28S rRNA-Klone durch Kompetition
unterdrückt. Die RDAs wurden mit einigen Modifikationen wiederholt. Zum einen wurde die
Aufreinigung der poly-(A)+-RNA zweifach durchgeführt, um die Menge kontaminierender
rRNA zu reduzieren. Zum zweiten wurden der neu hergestellten Driver-Repräsentation die
drei zuvor identifizierten rRNA-cDNA-Fragmente zugesetzt, um den Unterschied zwischen
Tester- und Driver- Repräsentation anzugleichen, damit diese in den neuen RDAs nicht
wieder amplifiziert werden. Die Zugabe von bereits bekannten RDA-Klonen zur Driver-
Repräsentation zur Unterdrückung der Amplifikation wird als „doping the driver“ bezeichnet
und wurde auch schon bei anderen Fragestellungen in RDAs benutzt (Hubank & Schatz,
1994; Gress et al., 1997). Die Menge der 28S rRNA–Klone konnte damit reduziert werden.
Da die Menge der zugegebenen 28S Fragmente willkürlich gewählt werden mußte, konnten
sie jedoch nicht vollständig beseitigt werden. Die Kompetition der 28S rRNA–Klone führte
zusätzlich noch zur Anreicherung eines Fragmentes der 18S rRNA aus nukleärer Cl-4-RDA,
welches ebenfalls einen starken Unterschied zwischen Tester- und Driver-Repräsentationen
im cDNA-Southernblot zeigte (Abb. II-10A Mitte), während die ß-actin-Mengen gleich
blieben (Abb. II-10A unten). Das Erscheinen der 18S rRNA ist wiederum ein Zeichen dafür,
daß CRM1-abhängig exportierte RNAs mittels RDA detektiert werden können.
II.1.6.2 Analyse zellulärer mRNAs
Nachdem durch die Detektion der env-mRNA, der 28S und der 18S rRNA gezeigt werden
konnte, daß mittels RDA CRM1-abhängig exportierte RNAs detektiert werden können,
wurden im weiteren Klone analysiert, die von zellulären mRNAs abstammten. Dabei wurden
Klone ausgewählt, die den gleichen RDA-Experimenten entstammten, aus denen HIV-env
und die ribosomalen RNAs identifiziert werden konnten.
Da mehrere RDAs mit verschieden langen LMB-Behandlungen durchgeführt wurden, die im
folgenden behandelt werden, werden die verschiedenen RDAs in der folgenden Tabelle
aufgeführt.
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Tabelle 1
RDA Zell-Linie Ausgangsmaterial LMB
Behandlung
Modifikation des Protokolls
1 HeLa Kern-mRNA 4 h
2 HeLa Kern-mRNA 13 h zweifache mRNA Aufreinigung,
„doping the driver“
3 HeLa Cytoplasma-mRNA 24 h
4 Cl-4 Kern-mRNA 4 h
5 Cl-4 Kern-mRNA 13 h zweifache mRNA Aufreinigung,
„doping the driver“
6 Cl-4 Cytoplasma-mRNA 24 h
Liste der durchgeführten RDAs in HeLa- und Cl-4-Zellen
Im ersten Teil des nächsten Abschnittes werden verschiedene Ansätze beschrieben, um
positive Klone, die für zelluläre mRNAs kodieren, aus den bisher beschriebenen RDAs
mittels cDNA-Southernblots zu identifizieren. Im darauf folgenden Teil wird dann auf die
weitere Analyse putativ positiver Klone eingegangen.
II.1.6.2.A Zufällig ausgewählte RDA Klone
Nach der Durchführung der ersten RDAs wurden willkürlich Klone ausgesucht, die nach
Analyse mittels NotI-Verdau unterschiedlich große cDNA-Fragmente zeigten (Abb. II-8C).
Zunächst wurden einige Klone mittels cDNA-Southernblot auf einen Unterschied zwischen
Tester- und Driver-Repräsentation getestet. In Abbildung II-13 sind einige dieser
Southernblots dargestellt. Nach Quantifizierung der Signalintensitäten in den Tester- und
Driver-Repräsentationen wurde der maximale Unterschied bei einem Fragment des Sigma-
Rezeptors (SR-BP1) auf etwa 3-fach bestimmt, während die Unterschiede bei anderen Klonen
im Bereich zwischen 1,5- bis 2-fach lagen.
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Um herauszufinden, ob der geringe Unterschied eines dieser Klone biologisch relevant ist,
wurde versucht, durch weitere Analysen putativ positive Klone weiter einzugrenzen.
Zuerst wurde untersucht, ob die Unterschiede, die in Repräsentationen aus Kern-mRNA
detektiert wurden, auch in cytoplasmatischen Repräsentationen sichtbar sind. In Abbildung II-
14A sind cDNA-Southernblots zu sehen, bei denen cDNA-Fragmente von Kern-RDA-Klonen
als radioaktive Sonden mit cytoplasmatischen Repräsentationen hybridisiert wurden. Der
einzige Klon, der eine ähnliche Tendenz mit einem stärkeren Signal im Tester als im Driver
zeigte, ist ATOH8 (Atonal homolog 8), während bei den anderen untersuchten Klonen keine
signifikanten Unterschiede auszumachen sind.
Abb. II-13 Zufällig ausgewählte RDA-Klone zeigen geringe Unterschiede zwischen Tester- und
Driver-Repräsentationen
cDNA-Southernblot mit Tester- und Driver-Repräsentationen; als radioaktive Sonden wurden PCR-
Fragmente von cDNA-Klonen aus Kern-RDAs eingesetzt; als Ladekontrolle wird eine ß-actin-spezifische
radioaktive Sonde eingesetzt (zur Identität der Klone siehe Tabelle im Anhang).
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Zusätzlich wurde untersucht, ob einer der Klone auch in den Repräsentationen der jeweils
anderen Zell-Linie einen Unterschied zeigt. Falls ein Klon in RDAs aus zwei
unterschiedlichen Zell-Linien erscheint, wäre das ein Hinweis darauf, daß der Klon
tatsächlich positiv ist. Deshalb wurden die in HeLa-Zellen gefundenen Klone auf Cl-4
Repräsentationen getestet und umgekehrt (Abb. II-14B). Auch hier konnte bis auf ATOH8
kein signifikanter Unterschied zwischen Tester- und Driver-Repräsentation festgestellt
werden. Somit ist einer von acht zufällig ausgewählten Klonen ein Kandidat für CRM1-
abhängigen Export, wobei man eingrenzen muß, daß ATOH8 schwach exprimiert zu sein
scheint (aufgrund schwacher Signale in den cDNA-Southernblots) und daß der Unterschied
zwischen Tester und Driver je nach Blot zwischen 1,7-fach und 3-fach schwankt. HSPA1A,
Abb. II-14 Hybridisierung der Klone aus Kern-RDA auf cytoplasmatische Repräsentationen der
gleichen Zell-Linie und auf Kern-Repräsentationen der jeweils anderen Zell-Linie
A: PCR-Fragmente von nukleären cDNA-Klonen wurden als Sonden auf cytoplasmatischen
Repräsentationen der gleichen Zell-Linie eingesetzt; B: PCR-Fragmente von nukleären cDNA-Klonen
wurden als Sonden auf nukleären Repräsentationen der jeweils anderen Zell-Linie verwendet.
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das für hsp70 kodiert, zeigte nur in den nukleären Repräsentationen der Cl-4-Zellen einen
Unterschied.
II.1.6.2.B Charakterisierung der Differenzprodukt–Hauptbanden
Da bisher nur einer von insgesamt zwölf zufällig ausgewählten Klonen (acht sind hier
gezeigt) als möglicherweise positiv angenommen werden konnte, wurde nach Möglichkeiten
gesucht, die Auswahl der Klone spezifischer zu machen.
Zuerst wurde untersucht, ob die in den Differenzprodukten sichtbaren Hauptbanden (Abb. II-
8B) schon durch das zufällige Aussuchen identifiziert worden waren. Dazu wurden die
Differenzprodukte im Agarosegel aufgetrennt, die einzelnen Banden isoliert und mit dem
pGem-T Easy-Vektor ligiert. Da jeweils eine im Differenzprodukt sichtbare Bande nicht
automatisch nur einer Sequenz entsprechen muß, wurden nach der Ligation der isolierten
Banden mit dem pGem-T Easy-Vektor und anschließender Transformation in kompetente
Bakterien jeweils zwei Kolonien ausgewählt, der Vektor isoliert und weiter analysiert. Die
1. und 3. Bande des Cl-4 DP3 (Abb. II-8B) konnten als cDNA-Fragmente der cdc20-mRNA
identifiziert werden und die 2. Bande als Polo-like kinase-mRNA (PLK). Mit diesen beiden
offensichtlich sehr abundanten Klonen als Sonde wurde ein cDNA-Southernblot
durchgeführt, in dem ein Unterschied zwischen Tester- und Driver-Repräsentation sichtbar ist
(Abb. II-15).
Die Hauptbande des HeLa-Differenzproduktes wurde als „Hepatoma-derived growth factor“
(HDGF) identifiziert und zeigte im cDNA-Southernblot keinen Unterschied (nicht gezeigt).
Abb. II-15 cDNA Southernblots mit Tester- und Driver-
Repräsentationen
Als radioaktive Sonden wurden cDNA-Fragmente zweier DP3-
Hauptbanden, cdc20 und PLK, benutzt.
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II.1.6.2.C Detektion gemeinsamer Klone aus cytoplasmatischer und nukleärer RDA
Eine andere Möglichkeit, um relevante positive mRNA-Klone aus den RDAs zu
identifizieren, ist die Kreuzhybridisierung der Differenzprodukte aus Kern- und Cytoplasma-
RDAs gegeneinander. Ein Differenzprodukt (z.B. aus der HeLa-Kern-RDA) wurde in den
Vektor pGem-T Easy ligiert, in kompetente Bakterien transformiert und ein Kolonieblot
hergestellt. Das Differenzprodukt der entsprechenden HeLa-Cytoplasma-RDA wurde
radioaktiv markiert und gegen den Kolonieblot hybridisiert. Repräsentative Kolonieblots
dieser Hybridisierungen sind in Abbildung II-16A zu sehen. Positive Klone wurden
ausgewählt und nochmals ausgestrichen, vereinzelt und zur Verifizierung nochmals gegen die
jeweiligen Differenzprodukte hybridisiert. Einige zum zweiten Mal positive Klone wurden
anschließend sequenziert und mittels cDNA-Southernblot analysiert. Zwei cDNA-
Southernblots von auf diese Art selektierten Klonen sind in Abbildung II-16B zu sehen. Bei
der cDNA für das Hitzeschock-Protein 90 (hsp90) als auch bei der cDNA für die
Phosphoglycerat-Kinase 1 (PGK1) ist nur ein geringer Unterschied zwischen Tester und
Driver sichtbar.
Abb. II-16 Suche nach gemeinsamen Klonen aus RDAs mit nukleärer und cytoplasmatischer RNA
A: Kolonieblots von Transformationen nukleärer und cytoplasmatischer Differenzprodukte wurden gegen
das jeweils andere Differenzprodukt hybridisiert, das radioaktiv markiert wurde; 1: Nukleäres DP2 als
Sonde, cytoplasmatisches DP3 auf der Membran; 2: Cytoplasmatisches DP3 als Sonde, nukleäres DP2
auf der Membran; B: cDNA-Southernblots zweier Klone (hsp90 und PGK1), die mit den Kolonieblots
selektiert wurden.
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II.1.6.2.D Detektion von Klonen auf cDNA-Ebene („reverser Northernblot“)
Da bei den bisherigen Analysen keine größere Anzahl von Klonen mit einem signifikanten
Tester/Driver–Unterschied vergleichbar zu den Positivkontrollen (HIV-env, 28S rRNA, 18S
rRNA) identifiziert werden konnten, wurde Klone auf der Ebene der ursprünglich
verwendeten cDNA analysiert (sog. „reverser Northernblot“, Frohme et al., 2000).
Die Tester- und Driver-Repräsentationen bestehen aus PCR-amplifizierten cDNA-
Fragmenten. Obwohl die PCR-Zyklenzahl immer so ausgesucht wurde, daß die PCR-
Reaktion sich noch nicht im Sättigungsbereich befand, bestand die Möglichkeit, daß relativ
kleine Unterschiede zwischen RNAs aus mit LMB behandelten oder unbehandelten Zellen
durch die PCR-Amplifikation zusätzlich noch verkleinert oder nivelliert wurden. Um diese
Möglichkeit auszuschließen, wurden die bisher isolierten Klone und eine Anzahl neu
isolierter Klone auf cDNA Ebene untersucht. Mittels PCR wurden die cDNA-Fragmente aus
den Klon-Vektoren amplifiziert und auf eine Nylonmembran aufgebracht. Am linken oberen
Rand der Membran wurde ein ß-actin-PCR-Fragment zur Normalisierung der
Signalintensitäten der Blots und auf der linken Hälfte der Membranen die bisher schon
identifizierten Klone aufgetragen. Mittels reverser Transkription wurde radioaktiv markierte
cDNA aus den ursprünglich für die RDAs eingesetzten RNAs hergestellt und auf den
Membranen hybridisiert. Unbekannte Klone mit stärkeren Signalen auf der mit –LMB cDNA
hybridisierten Membran (Abb. II-17A, eingekreist) wurden ausgewählt und cDNA-
Southernblots durchgeführt (Abb. II-17B). Die Analyse der ausgewählten Klone im cDNA-
Southernblot, RpL7 (Ribosomal protein L7) und PSMD7 (proteasome 26S subunit, non-
ATPase 7), konnten die Unterschiede jedoch nicht bestätigen. Die bereits identifizierten
Klone zeigten kaum Signale, was auf die Komplexität der radioaktiven Probe zurückzuführen
ist (z.B. ATOH8). Der in den cDNA-Southernblots beobachtete dreifache Unterschied
zwischen Tester und Driver für den Sigma-Rezeptor (SR-BP1, Abb. II-13), konnte hier nicht
reproduziert werden. Somit führte die Analyse von RDA-Klonen mittels reversen
Northernblots nicht zur eindeutigen Identifikation positiver Klone.
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Abb. II-17 Klon-Selektion mittels reversen Northernblots von cytoplasmatischer cDNA von +LMB
und –LMB Zellen
A: 95 PCR-Fragmente verschiedener RDA-Klone und ein ß-actin-PCR-Fragment wurden auf
Nylonmembranen aufgetragen und mit radioaktiv markierter cDNA aus +LMB oder –LMB
cytoplasmatischer HeLa-mRNA hybridisiert; Klone, die im Text weiter behandelt werden, sind eingekreist
und an den Seiten beschriftet; B: cDNA-Southernblot zweier aus den reversen Northernblots ausgewählten
RDA-Klone.
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Bevor auf weiterführende Analysen einzelner Klone eingegangen wird, werden die bisher
identifizierten Klone in folgender Tabelle aufgelistet:
Tabelle 2
Zell- Gen Abkürzung Herkunft Verhältnis Häufigkeit/
Linie Fragmente
Cl-4 28S rRNA - K +++ 5/2
18S rRNA - K +++ 2/1
HIV-1 env ENV C +++ 1/1
Hsp70 HSPA1A K + 1/1
Cdc20 CDC20 C ++ 3/2
Polo-like kinase PLK1 C ++ 3/1
KIAA0284 - K + 1/1
HeLa 28S rRNA - C +++ 4/2
Tropomyosin 1 TPM1 K + 1/1
Atonal homolog 8 ATOH8 K ++ 1/1
Sigma receptor SR-BP1 K ++ 2/2
Ribosomal Protein L7 RpL7 K - 1/1
Proteasome 26S subunit PSMC1 K + 1/1
Proteasome 26S subunit PSMD7 K - 2/1
Sim. To hnRNP E2 - K - 1/1
HLA-B35 HLA-B35 K + 1/1
HSP90 alpha HSP90A K/C + 1/1
Phosphoglycerate kinase PGK1 K/C + 1/1
Hepatoma derived growth f. HDGF C - 1/1
K = Kern-RDA; C= Cytoplasmatische RDA; Verhältnis: Quotient der Signalintensitäten von Tester/Driver im
cDNA-Southernblot; +++ >3-fach; ++ = 2- bis 3-fach; + = 1,5- bis 2-fach, - < 1,5-fach; Häufigkeit = Anzahl der
isolierten Klone pro entsprechendem cDNA-Fragment; Fragmente = Anzahl unterschiedlicher Fragmente eines
Klons.
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II.1.7 Weiterführende Analysen der Klone
Neben dem ersten Hinweis auf einen möglichen Mengenunterschied bestimmter mRNAs aus
+LMB oder –LMB Zellen aus der cytoplasmatischen bzw. nukleären Fraktion, die mittels
cDNA-Southernblot bestimmt wurden, sollte der Einfluß von LMB auf einzelne Transkripte
auf RNA-Ebene direkt untersucht werden. Hierzu wurden Northernblots und in situ
Hybridisierungen durchgeführt.
Northernblot-Analysen mit Gesamt-RNA als auch poly-(A)+-RNA führten aufgrund geringer
Expression vieler Transkripte zu keinen oder sehr schwachen spezifischen Signalen, ebenso
wie in situ Hybridisierungen. Dazu wurden Digoxigenin-markierte in vitro-Transkripte aus
den cDNA-Fragmenten generiert und in situ Hybridisierungen mit antisense- und sense-
Proben (als Negativkontrolle bzw. als Sonde für genomische DNA) durchgeführt. Bei in situ
Hybridisierungen nach Hitzeschock in Cl-4-Zellen für hsp70 (HSPA1A) konnte keine Kern-
Akkumulation festgestellt werden.
Die quantitative Real-Time PCR wurde für hsp70 und den Sigma-Rezeptor (SR-BP1)
durchgeführt. Es konnten keine Unterschiede zwischen +LMB und –LMB-Proben
nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Erschwert wurde diese Analyse dadurch, daß der
Sigma-Rezeptor in fünf verschiedenen Isoformen bzw. hsp70 in zwei verschiedenen
Isoformen vorkommt (Prasad et al., 1998; Milner & Campbell, 1990) und die in der RDA
identifizierten DpnII-Fragmente jeweils in allen Isoformen vorkommen.
Aufgrund der Notwendigkeit zur Optimierung jeder PCR-Reaktion eignet sich die Real-Time-
PCR-Analyse (wie sie für die env-mRNA durchgeführt wurde) nicht zur Analyse einer
größeren Anzahl von Klonen. Einige Klone wurden deshalb mittels semiquantitativer RT-
PCR analysiert.
II.1.7.1 Analyse des Einflusses von LMB auf die Verteilung der cdc20-mRNA und Sigma
Rezeptor Isoform 1-mRNA mittels RT-PCR
Die Northernblot-Analyse der RDA-Klone, die im cDNA-Southernblot Mengenunterschiede
aufwiesen, führte aufgrund der geringen Konzentration und der daraus resultierenden
niedrigen spezifischen Signale zu keinem verwendbaren Ergebniss. Deshalb wurden mit für
diese cDNAs spezifischen Primern semiquantitative RT-PCRs durchgeführt. Cl-4- und HeLa-
Zellen wurden dazu 2 bzw. 7 Stunden mit LMB behandelt oder unbehandelt gelassen,
cytoplasmatische und nukleäre RNA isoliert und revers transkribiert. Anschließend wurden
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spezifische semiquantitative RT-PCRs mit den so gewonnenen cDNA-Populationen
durchgeführt. Um die Mengenunterschiede eines Transkripts in den verschiedenen Fraktionen
unterscheiden zu können, wurden nach einer bestimmten Anzahl von Zyklen ein Teil der
Reaktion entnommen und die Proben in einem Agarosegel aufgetrennt. In Abbildung II-18
sind zwei Beispiele für diese semiquantitativen RT-PCRs gezeigt.
In II-18A ist die RT-PCR für cdc20, dem Transkript, das durch zwei Hauptbanden im DP3
der cytoplasmatischen Cl-4-RDA repräsentiert war, dargestellt. Hier wurden nach 22, 24, 26
und 28 Zyklen ein Teil der PCR-Reaktion im Agarosegel aufgetrennt, um die Signalstärke des
PCR-Produktes in der exponentiellen Phase der Reaktion zu bestimmen. Dadurch sollte
ausgeschloßen werden, daß die PCR-Produkte in der Sättigungsphase der Reaktion analysiert
werden, in der eine Quantifikation nicht möglich ist. Bei diesen Experimenten konnte kein
signifikanter Effekt der LMB–Behandlung auf die Kern-Cytoplasma-Verteilung der cdc-20-
mRNA beobachtet werden. In II-18B ist ein analoges Experiment mit Primern spezifisch für
die Isoform 1 des Sigmarezeptors dargestellt, in dem nach 20, 23 und 26 Zyklen ein Teil der
Abb. II-18 Einfluß von LMB auf die Kern/Cytoplasma-Verteilung der cdc20-mRNA in Cl-4-Zellen
und der mRNA für die Isoform 1 des Sigma-Rezeptors in HeLa-Zellen
Cl-4- und HeLa-Zellen wurden 2 bzw. 7 Stunden mit LMB behandelt oder unbehandelt gelassen, Kern- und
Cytoplasma-mRNA extrahiert, revers transkribiert und anschließend PCRs mit cdc20-spezifischen Primern
und Sigma-Rezeptor Isoform 1-spezifischen Primern durchgeführt. A: cdc20-PCR; nach 22, 24, 26 und 28
Zyklen wurde je 1/10 der Reaktion entnommen und in einem Agarosegel aufgetrennt; es ist kein
signifikanter Unterschied zwischen den unterschiedlichen Proben in der Menge der amplifizierten cdc20-
DNA zu erkennen; B: Sigma Rezeptor Isoform 1-PCR; nach 20, 23 und 26 Zyklen wurde je 1/10 der
Reaktion entnommen und in einem Agarosegel aufgetrennt; es ist auch hier kein signifikanter Unterschied
zwischen den verschiedenen Fraktionen zu erkennen.
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PCR-Reaktionen im Agarosegel aufgetrennt wurden. Auch hier ist kein Unterschied zwischen
der unbehandelten und der mit LMB behandelten RNA-Fraktion zu erkennen. Die gleichen
Ergebnisse zeigten RT-PCR-Analysen für die Isoformen 2 und 3 des Sigmarezeptors, für
PGK1 und HSP90A (nicht gezeigt). Für die Isoform 4 und 5 des Sigmarezeptors konnten auch
nach Amplifikation mit hoher Zyklenzahl keine spezifischen Signale detektiert werden.
Zudem gibt es keine Daten über die Expression der verschiedenen Isoformen, so daß nicht
sicher ist, ob diese beiden Isoformen unter den gewählten Bedingungen in HeLa-Zellen
exprimiert werden. Die RT-PCR für ATOH8 zeigte nach Amplifikation mit 40 Zyklen
schwache Signale, es konnte jedoch kein Unterschied zwischen LMB behandelten und
unbehandelten Fraktionen detektiert werden (nicht gezeigt).
Mittels der aufgeführten Analysen konnten in HeLa- und in Cl-4 Zellen keine CRM1-
abhängig exportierten mRNAs unter Bedingungen gefunden werden, unter denen sowohl die
env-mRNA als auch die rRNAs identifiziert werden konnten.
II.2 Untersuchung des CRM1-abhängigen mRNA-Exports in weiteren Zell-
Linien
Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß cDNA-RDA zur Suche nach CRM1-
abhängigen RNAs geeignet ist. Die Detektion eines HIV-1- env Klons und ribosomaler RNA
Sequenzen haben bewiesen, daß CRM1-Substrate mit dieser Methode detektiert werden
können. Unter den Bedingungen, unter denen diese Positivkontrollen signifikant durch die
RDA angereichert werden konnten und Negativkontrollen wie die ß-actin-mRNA nicht
angereichert wurden, konnten jedoch keine weiteren Klone identifiziert werden, die eindeutig
eine Änderung der Mengenverhältnisse in nukleären und cytoplasmatischen Fraktionen aus
HeLa- oder Cl-4-Zellen zeigten.
Die im Laufe der bisherigen Arbeiten erschienenen Publikationen zu diesem Thema ließen
zusammen mit den eigenen Ergebnissen die Hypothese zu, daß CRM1 nicht signifikant zum
Export zellulärer mRNAs beiträgt. Die bisher publizierten CRM1-abhängigen mRNAs
wurden unter bestimmten Bedingungen in spezialisierten Zell-Linien exprimiert und besitzen
eine kurze Halbwertszeit. Zum Beispiel wird die Transkription der IFNα1-mRNA bei viralen
Infektionen und die Transkription der c-fos-mRNA durch Serumzugabe induziert. Deswegen
entwickelte sich die Hypothese, daß nur ein bestimmter Typ zellulärer mRNAs mittels CRM1
aus dem Zellkern exportiert werden könnte. Da das prinzipielle Funktionieren der RDA
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bewiesen war, wurden RDA-Experimente unter Bedingungen wiederholt, bei denen die
Expression einer Vielzahl kurzlebiger mRNAs induziert wurde. Als System wurde die T-Zell-
Aktivierung ausgesucht, da die induzierte Expression einer Vielzahl zellulärer mRNAs in
diesem System eingehend beschrieben worden ist. Die Induktion der T-Zell-Aktivierung ist
außerdem Gegenstand vieler Forschungsprojekte gewesen und konnte deshalb unter
definierten und gut charakterisierten Bedingungen durchgeführt werden
II.2.1 CRM1-abhängiger mRNA-Export in aktivierten T-Zellen
II.2.1.1 T-Zell-Aktivierung
Zur Untersuchung des CRM1-abhängigen mRNA-Exports in aktivierten T-Zellen wurden
Jurkat-Zellen benutzt. Jurkat-Zellen sind humane T-Lymphozyten, die durch zwei
stimulatorische Signale aktiviert werden können. Ein Signal ist die antigen-spezifische
Aktivierung des T-Zell-Rezeptors, und das zweite Signal wird vermittelt durch den
Korezeptor CD28. Gleichzeitige Stimulation einer ruhenden T-Zelle mit diesen beiden
Signalen führt zur Produktion von Interleukin-2. Diese Aktivierung der T-Zelle führt zur
Induktion verschiedener Signaltransduktionkaskaden, die zur Expression einer Vielzahl von
Transkripten führt (June et al., 1990). Viele dieser Transkripte haben kurze Halbwertszeiten
und tragen AU-reiche Elemente in ihren 3‘-UTRs (Lindstein et al., 1989; Malter, 1998). Die
Induktion der Expression ist ein schneller Prozeß, bei dem viele der induzierten Transkripte
schon nach 2 Stunden mittels Northernblot oder Hybridisierung auf Microarrays detektiert
werden können (Diehn et al., 2002).
In Zellkultur kann die T-Zell-Aktivierung durch die Behandlung ruhender T-Zellen mit z.B.
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) und Ionomycin stimuliert werden, indem diese beiden
Substanzen die bei der T-Zell-Aktivierung angeschalteten Signaltransduktionsketten
aktivieren. PMA ist ein Phorbol-Ester, der die Protein Kinase C (PKC) aktiviert, während
Ionomycin ein Calcium-Ionophor ist, welches zu erhöhten Calcium-Mengen im Cytoplasma
führt. Die Behandlung von ruhenden T-Zellen mit PMA und Ionomycin führt somit zur
T-Zell-Aktivierung, und das Muster der Expression ist der Aktivierung durch den T-Zell-
Rezeptor und CD28 sehr ähnlich (Diehn et al., 2002).
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II.2.1.2 Optimierung der Kern/Cytoplasma-Fraktionierung in Jurkat–Zellen
Wie bei der Kern/Cytoplasma-Fraktionierung der HeLa- und Cl-4-Zellen wurde zunächst die
Reinheit der Fraktionierung der Jurkat-Zellen in cytoplasmatische und nukleäre mRNA-
Fraktionen durch einen U6 snRNA Northernblots und die Qualität der isolierten RNA mittels
eines Agarosegels überprüft (Abb. II-19). Die Kern/Cytoplasma-Fraktionierung von Jurkat-
Zellen erwies sich als schwieriger als die von HeLa- und Cl-4-Zellen, da die bisher
verwendete Detergenskonzentration (0,5% NP40) zur Lyse der Zellkerne führte und deshalb
die Detergenskonzentration auf 0,25% reduziert werden mußte. In Abbildung II-19A ist ein
U6 snRNA Northernblot zu sehen. In Abbildung II-19B ist als Ladekontrolle und
gleichzeitige Qualitätskontrolle ein Agarosegel mit der aufgetrennten fraktionierten RNA zu
sehen. Die aus den induzierten Jurkat-Zellen isolierte RNA war nicht degradiert und
ausreichend fraktioniert und wurde somit in RDA-Experimente eingesetzt.
Abb. II-19 Kontrolle der RNA-Qualität und der Kern/Cytoplasma Fraktionen aus aktivierten Jurkat-
Zellen
A: U6 snRNA Northernblot; das Signal für die U6 snRNA ist hauptsächlich in den Kernfraktionen; B:
Agarosegel; die RNA ist nicht degradiert und von ähnlicher Qualität; Spur 1: Kern-RNA –LMB, Spur 2:
Cytoplasma-RNA –LMB, Spur 3: Kern-RNA +LMB, Spur 4: Cytoplasma-RNA +LMB.
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II.2.1.3 Induktion der T-Zell-Aktivierung durch PMA und Ionomycin
Die Jurkat-Zellen sollten durch Zugabe von PMA und Ionomycin zur T-Zell-Aktivierung
angeregt werden (Bhargava et al., 1993). Zur Kontrolle der erfolgten T-Zell-Aktivierung
durch drei-stündige Inkubation mit diesen Substanzen wurde nach Extraktion der
cytoplasmatischen RNA eine RT-PCR mit für die Interleukin-2-mRNA (Il-2-mRNA)
spezifischen Primern durchgeführt. Die Transkription der Il-2-mRNA erfolgt früh nach der
Aktivierung und gilt als Indikator für die erfolgreiche T-Zell-Aktivierung. In Abbildung II-20
ist gezeigt, daß die Il-2-mRNA in uninduzierten Zellen nicht detektierbar ist. Nach Induktion
mit PMA und Ionomycin ist dagegen ein starkes spezifisches PCR-Signal für die Il-2-mRNA
detektierbar.
II.2.1.4 Durchführung der RDA mit cytoplasmatischer mRNA aus aktivierten Jurkat-Zellen
Nach der Kontrolle der Ausgangsbedingungen wurde eine RDA mit cytoplasmatischer
mRNA aus aktivierten Jurkat-Zellen durchgeführt. Dazu wurden die Zellen nach
vorausgegangener Serumstimulation drei Stunden mit PMA und Ionomycin induziert
(Bhargava et al., 1993) und ein Teil der Zellen eine halbe Stunde vor Aktivierung mit LMB
behandelt. Zusätzlich zum bisherigen RDA-Protokoll mit Tester/Driver-Verhältnissen von
1:10, 1:800 und 1:400.000 für DP1, DP2 und DP3 wurden auch Tester/Driver-Verhältnisse
von 1:10, 1:100 und 1:5000 für das DP1, DP2 und DP3 eingesetzt und das Protokoll wie im
Methodenteil beschrieben in einigen Punkten modifiziert.
Zunächst wurde mittels Kolonieblot mit einer radioaktiv markierten ß-actin- und einer
GAPDH-Sonde die Spezifität der durchgeführten RDAs überprüft. Da die Kern/Cytoplasma-
Verteilung der GAPDH- und ß-actin-mRNA durch LMB nicht beeinflußt wird, sollten cDNA-
Fragmente dieser beiden mRNAs nicht durch RDA angereichert werden (wie auch schon in
HeLa- und Cl-4-Zellen gezeigt wurde). In Kolonieblots mit diesen Sonden konnten keine
GAPDH- oder ß-actin-spezifischen Signale festgestellt werden (nicht gezeigt).
Abb. II-20 PMA und Ionomycin induzieren die Transkription
der Interleukin-2-mRNA
RT-PCR mit Interleukin-2 spezifischen Primern mit
cytoplasmatischen RNA-Fraktionen; Spur 1: RNA aus
unstimulierten Jurkat-Zellen, Spur 2: RNA aus stimulierten
Jurkat-Zellen, 30 PCR-Zyklen.
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II.2.1.5 Analyse der Klone
Nach Ligation der DP3 in den pGem-T Easy Vektor und cDNA-Southernblot-Analyse einiger
zufällig ausgewählter Klone aus den beiden RDAs zeigten Klone aus der RDA mit dem
initialen Verhältnis von 1:10 im DP1 signifikante Mengenunterschiede zwischen Tester- und
Driver-Repräsentationen. Die Analyse der Klone dieser RDA wird im folgenden weiter
beschrieben. Nach Transformation des DP3 in kompetente Bakterien wurden 96 Klone
zufällig ausgesucht, in Microtiterplatten angeimpft und einige Klone aus dieser Platte mittels
cDNA-Southernblot analysiert (Abb. II-21). Wie in Abbildung II-21 dargestellt, ist bei den
meisten so untersuchten Klonen ein Unterschied zwischen Tester und Driver vorhanden, der
teilweise auch um ein vielfaches stärker ist als die Unterschiede, die bei mRNA-Klonen aus
HeLa- oder Cl-4-Zellen beobachtet wurden (zur Identität der Klone siehe Tabelle im
Anhang).
Da fast alle bisher analysierten Jurkat-Klone einen deutlichen Unterschied zwischen Tester
und Driver zeigten (bis auf IPO4 und MAT2A sind die Unterschiede deutlich), sollte eine
weitere Anzahl neuer Klone identifiziert werden, bevor weiterführende Analysen
durchgeführt werden sollten. Von den bisher identifizierten Klonen wurden insgesamt acht als
radioaktive Sonden benutzt, um ihre Redundanz unter den 96 zuvor ausgewählten Klonen zu
überprüfen. Dazu wurden je vier Klon-Fragmente in äquimolarem Verhältnis gemischt,
Abb. II-21 cDNAs aus der Jurkat-RDA zeigen einen Unterschied zwischen Tester und Driver
cDNA-Southernblot-Analyse von Jurkat-RDA-Klonen; je 5 µg Jurkat-Tester bzw. Driver-Repräsentation
wurden analysiert; als Negativ-Kontrolle wurden cDNA-Southernblots mit GAPDH- und ß-actin-Sonden
durchgeführt (zur Identität der Klone siehe Tabelle im Anhang).
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radioaktiv markiert und gegen Membranen hybridisiert, auf die die 96 Klone aufgetragen
worden waren.
Abb. II-22 Redundanzanalyse von 96 Klonen der Jurkat-RDA
96 Kolonien aus dem klonierten DP3 der Jurkat-RDA wurden in Microtiter-Platten in Flüssigmedium
angeimpft und auf eine Nylonmembran aufgetragen. Die Nylonmembran wurde mit je einem Gemisch aus
4 RDA-Klon-Fragmenten, die gemeinsam radioaktiv markiert wurden, hybridisiert. Die Positionen der
radioaktiv markierten Klone sind einfach eingekreist; die elf der nach dieser Analyse ausgewählten Klone
sind mit einem doppelten Kreis markiert.
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In Abbildung II-22 sind Autoradiographien dieser Hybridisierungen dargestellt, wobei die
einfach eingekreisten Positionen den cDNAs entsprechen, die radioaktiv markiert wurden.
Doppelt eingekreist sind die elf Positionen, die zur weiteren Analyse ausgesucht wurden.
Nach Sequenzierung dieser elf Klone konnten acht für verschiedene Transkripte kodierende
cDNAs identifiziert werden, die mehr oder weniger starke Unterschiede zwischen Tester und
Driver aufwiesen (Abb. II-23). Von besonderem Interesse ist der Klon für die CD83-mRNA,
da für diese mRNA in X. laevis- Oozyten gezeigt werden konnte, daß deren Export durch
LMB verhindert wird (persönliche Information von Prof. Joachim Hauber, Heinrich-Pette-
Institut Hamburg).
Die Unterschiede zwischen den Signalen von Tester- und Driver-Repräsentation wurden
schließlich quantifiziert. Die so ermittelten Faktoren zwischen Tester- und Driver-Signal sind
in der nachfolgenden Tabelle zusammen mit den Trivialnamen der gefunden Klone
aufgeführt. Viele dieser Klone wurden mehrmals isoliert und identifiziert. Von den 96 auf der
Platte vorhandenen Klonen wurden insgesamt 52 sequenziert. Die Häufigkeit und die Anzahl
verschiedener DpnII-Fragmente des jeweiligen Klones sind ebenfalls in der Tabelle
aufgeführt.
Abb. II-23 Auch die neu identifizierten cDNAs zeigen einen Unterschied zwischen Tester und Driver
cDNA-Southernblot-Analyse weiterer Jurkat-Klone; je 5 µg Jurkat-Tester bzw. Driver-Repräsentation
wurden wie in Abb. II-21 analysiert.
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Tabelle 3
Gen Gensymbol Verhältnis Häufigkeit    Anzahl
    Fragmente
Hypothetical Protein MGC17791 - 30,5 3 1
Tumor necrosis factor α TNFA 25,3 1 1
Baculoviral IAP repeat containing 3 BIRC3 8,2 5 1
Interleukin 2 receptor α IL2RA 6,4 6 4
Ninjurin 1 NINJ1 6,25 5 1
CD83 antigen CD83 6,1 3 1
Potassium voltage-gated channel KCNQ2 4,3 1 1
Guanine nucleotide binding protein γ 4 GNG4 4,2 10 1
Lymphotoxin α LTA 3,6 4 1
BCL2-like 1, transcript variant 1 BCL2L1 2,6 4 2
fulllength cDNA clone CSOD1039YL07 - 2,5 1 1
Putative MAPK activating protein - 2,1 1 1
Lysophospholipase II LYPLA2 1,9 1 1
F-Box & leucine rich repreat protein19 FBXL19 1,8 1 1
CD82 antigen (Kangai 1) CD82 1,8 1 1
Methionine adenosyltransferase II γ MAT2A 1,7 1 1
Importin 4 IPO4 1,6 1 1
TNF receptor associated factor I TRAF1 1,4 2 1
cDNA FLJ16818 - n.b. 1 1
n.b. = nicht bestimmt, Verhältnis = Signalintensität von Tester/Driver Repräsentationen im cDNA-Southernblot;
Häufigkeit = Anzahl gleicher cDNAs unter den 52 sequenzierten Klonen; Anzahl Fragmente = Anzahl
verschiedener DpnII-Fragmente einer cDNA.
II.2.1.6 Bestimmung der Kern/Cytoplasma-Verteilung der mRNAs
In dieser RDA konnten aus 96 Klonen 18 cDNA-Fragmente identifiziert werden, die für
verschiedene Transkripte kodieren. Bei mehreren konnte ein deutlicher Signalunterschied
zwischen Tester und Driver festgestellt werden. Nun sollte die zelluläre Verteilung dieser
mRNAs mit und ohne LMB auf RNA-Ebene bestimmt werden. Zunächst wurden
Northernblot-Analysen mit den RNA Fraktionen durchgeführt. Es wurden Kern- und
Cytoplasma-Fraktionen von nicht-aktivierten, aktivierten und aktivierten Zellen + LMB
miteinander verglichen. In Abbildung II-24 sind die Northernblots zusammengefaßt, bei
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denen ein Signal detektiert werden konnte. Mit Ausnahme von MAT2A wird die
Transkription der untersuchten mRNAs durch T-Zell-Aktivierung induziert und diese mRNAs
auch exportiert (Signale in Kern und Cytoplasma der aktivierten T-Zellen).
Durch Inkubation mit LMB ist sowohl im Kern als auch im Cytoplasma eine Reduktion des
Signals sichtbar. MAT2A wird auch schon in nicht-aktivierten Zellen exprimiert und die
Behandlung mit LMB beeinflußt leicht die MAT2A-mRNA-Mengen im Kern. Im Cytoplasma
sind schwache Signale mit geringerem Molekulargewicht in uninduzierten bzw. induzierten
Abb. II-24 Kern/Cytoplasma-Verteilung verschiedener mittels RDA identifizierter Transkripte
Northernblot-Analysen von Transkripten, die mittels RDA aus Jurkat-Zellen identifiziert wurden; es
wurden Kern- und Cytoplasma-Fraktionen von nicht-aktivierten, aktivierten und aktivierten Jurkat-Zellen
+ LMB miteinander verglichen; als Ladekontrollen wurden die gleichen Membranen mit Sonden gegen
GAPDH, ß-actin und 28S rRNA hybridisiert.
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Zellen detektierbar, und durch LMB-Behandlung verschwindet das cytoplasmatische Signal
vollständig.
Zusätzlich zu den Northernblot-Analysen wurden von einigen Klonen semiquantitative RT-
PCR-Analysen durchgeführt (Abb. II-25). Bei vier weiteren Transkripten (Il2RA, LTA,
TNFA, BIRC3) zeigt sich wie bei den meisten anderen Transkripten im Northernblot, daß die
Transkription dieser mRNAs durch Aktivierung mit PMA und Ionomycin induziert wird und
diese Transkripte exportiert werden, während die Behandlung der Zellen mit LMB zu einer
gleich starken Reduktion der Transkripte im Kern und im Cytoplasma führt. Diese auch schon
in den Northernblot-Analysen beobachtete Verteilung konnte bei BCL2L1 und CD83 mittels
RT-PCR-Analyse bestätigt werden.
Abb. II-25 RT-PCR-Analysen einiger mittels RDA identifizierter Transkripte
Es wurden Kern- und Cytoplasma-Fraktionen von nicht-aktivierten, aktivierten und aktivierten Jurkat-
Zellen + LMB miteinander verglichen; gleiche Mengen Gesamt-RNA wurden für die cDNA-Synthese
eingesetzt; die Zyklenzahl wurde für jede PCR individuell angepasst, als Kontrolle für die Verwendung
gleicher Mengen cDNA wurde eine PCR für GAPDH durchgeführt. PCR-Zyklenzahlen: GAPDH: 24,
CD83: 27, BIRC3, BCL2L1, IL2RA und LTA: 30, TNFA: 31.
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II.2.1.7 Die induzierbare Interleukin-2-mRNA wird auch durch LMB beeinflußt
Die Induktion der Transkription der Il-2-mRNA wurde als Marker für die erfolgreiche T-Zell-
Aktivierung der Jurkat-Zellen durch PMA und Ionomycin benutzt (Abb. II-20). Da viele der
gefundenen Klone auch induzierbare Transkripte sind und bei Behandlung der Zellen mit
LMB eine Reduktion der Gesamt-RNA-Mengen beobachtet werden konnte, wurde der
Einfluß von LMB auf die Il-2 mRNA unter den gleichen Bedingungen mittels RT-PCR
untersucht. Auch hier bewirkt die Behandlung mit LMB sowohl im Cytoplasma als auch Kern
eine Reduktion der Il-2 mRNA (Abb. II-26).
II.2.1.8 Gemeinsamkeiten zwischen den positiven Jurkat-Klonen
Da in den Jurkat-Zellen zwölf Klone identifiziert werden konnten, die ein Tester/Driver-
Verhältnis von größer als zwei besaßen (vgl. Tabelle 3) und viele der untersuchten
Transkripte nach LMB-Behandlung eine Reduktion der zellulären Gesamt-RNA-Mengen
zeigten, wurde untersucht, ob diese Transkripte Gemeinsamkeiten auf Sequenzebene besitzen.
Zum einen wurde mittels einer Datenbank untersucht, ob bereits bekannte Motive in den
3‘-UTRs dieser mRNAs vorkommen. Abgesehen von drei mRNAs, die AU-reiche Elemente
in ihren 3‘-UTRs tragen (wie die c-fos- und IFNα1-mRNAs), konnten jedoch keine
gemeinsamen Motive gefunden werden (Pesole & Liuni, 1999; Pesole et al., 2002; Bakheet et
al., 2001; Bakheet et al., 2003). Desweiteren wurden Transkriptlängen und 3‘-UTR-Längen
verglichen. Mittels Datenbankrecherche wurden Informationen darüber gesucht, ob bereits
beobachtet werden konnte, daß die untersuchten mRNAs in Jurkat-Zellen durch PMA und
Ionomycin induziert werden. Dazu wurde zum einen Daten herangezogen, in denen das
Expressionsprogramm von primären T-Zellen nach Induktion mit PMA und Ionomycin
untersucht wurde (Diehn et al., 2002). Zum anderen wurden Daten aus Experimenten von
Abb. II-26 Die Gesamt-RNA-Mengen von Interleukin-2 werden auch durch LMB reduziert
RT-PCR mit Kern- und Cytoplasma-Fraktionen von aktivierten Jurkat-Zellen ohne und mit LMB; zur
Kontrolle gleicher Mengen eingesetzter cDNA wurde eine ß-actin-PCR durchgeführt; Spur 1: RNA aus
unstimulierten Jurkat-Zellen -LMB, Spur 2: RNA aus stimulierten Jurkat-Zellen -LMB, Spur 3: RNA aus
stimulierten Jurkat-Zellen +LMB, Spur 4: RNA aus stimulierten Jurkat-Zellen -LMB, 30 PCR-Zyklen.
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Raghavan et al. benutzt. Sie hatten humane T-Lymphozyten drei Stunden mit anti-CD3-
Antikörpern und anti-CD28-Antikörpern stimuliert und die Halbwertszeiten der induzierten
Transkripte untersucht (Raghavan et al., 2002). Dies induziert ein ähnliches, aber nicht völlig
identisches Transkriptionsprogramm wie die Induktion mit PMA und Ionomycin.
In Tabelle 4 sind die Eigenschaften der untersuchten mRNAs zusammengefaßt. Viele der
analysierten mRNAs haben relativ lange 3‘-UTRs (im Durchschnitt 1200 Nukleotide), für
sieben von ihnen konnte in den oben genannten Publikationen die Induktion bei T-Zell-
Aktivierung beobachtet werden und drei tragen AREs (AU-reiche Elemente).
Tabelle 4
Gen Transkript- 3‘-UTR- Regulation ARE
Länge (nt) Länge (nt)
Hypothetical Protein MGC17791 2209 1533 k.A.      -
Tumor necrosis factor α 1643 798 > 6x nach 1h      X
Baculoviral IAP repeat containing 3 2683 646 > 3,8x nach 6      X
Interleukin 2 receptor α 2306 1329 > 6x nach 1h      -
Ninjurin 1 1253 767 11,8x*      -
CD83 antigen 2574 1645 > 6x nach 1h      -
Potassium voltage-gated channel 1305 k.A k.A.      -
Guanine nucleotide binding protein γ 4 1734 1275 k.A.      -
Lymphotoxin α 1386 627 > 6x nach 1h      X
BCL2-like 1, transcript variant 1 2575 1507 > 6x nach 4h      -
fulllength cDNA clone CSOD1039YL07 2459 k.A. k.A.      -
Putative MAPK activating protein 1916 981 k.A.      -
Lysophospholipase II 1648 831 k.A.      -
F-Box & leucine rich repreat protein19 3330 1571 k.A.      -
CD82 antigen (Kangai 1) 1623 638 k.A.      -
Methionine adenosyltransferase II γ 2819 1524 > -6x nach 1h      -
Importin 4 2595 231 k.A.      -
TNF receptor associated factor I 2394 1065 k.A.      -
cDNA FLJ16818 k.A. k.A. k.A.      -
Regulation: Microarraydaten nach Diehn et al.. Die Werte beziehen sich auf die Induktion nach
PMA/Ionomycin-Behandlung; * nach Raghavan et al., k.A.= keine Angaben
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II.2.2 RDA mit NGF-behandelten PC12-Zellen
Nachdem in aktivierten Jurkat-Zellen eine Anzahl von positiven Klonen gefunden wurde, bei
denen ein Einfluß von LMB gezeigt werden konnte, wurde untersucht, ob auch in einem
anderen Zelltyp unter Induktionsbedingungen mittels RDA mRNAs identifiziert werden
können, die eine ähnliche Regualtion aufweisen. Dazu wurden undifferenzierte PC12-Zellen
mit dem Nervenwachstumsfaktor NGF (nerve growth factor) stimuliert. PC12-Zellen sind
Ratten-Phäochromozytom-Zellen, die reversibel durch NGF induziert werden können, in
einen neuronalen Phänotyp zu differenzieren. Bei der Induktion durch NGF wird auch die
Transkription einer Vielzahl von mRNAs induziert (Greenberg et al., 1985; Kujubu et al.,
1987; Bartel et al., 1989). Zur Kontrolle der erfolgreichen Induktion der PC12-Zellen durch
NGF wurde eine RT-PCR für VGF durchgeführt (Abb. II-27). VGF wurde ursprünglich als
ein durch NGF in PC12-Zellen induzierbares Transkript identifiziert (VGF steht für „clone
from plate V of a growth factor induced PC12 cell cDNA library“, Levi et al., 1985), das für
ein Protein kodiert, das bei der Kontrolle der Energiehomöostase im Gehirn eine Rolle spielt
(Hahm et al., 1999). Die VGF-spezifische RT-PCR in PC12-Zellen zeigt, daß das VGF-
Transkript durch Behandlung mit NGF in PC12-Zellen induziert wird (Abb. II-27A), LMB
aber keinen Einfluß auf nukleäre bzw. cytoplasmatische Mengen der VGF mRNA hat und
somit ein genereller Einfluß von LMB auf die Transkription induzierbarer mRNAs
ausgeschloßen werden kann (Abb. II-27B).
Abb. II-27 Die VGF-mRNA ist durch NGF in PC12 Zellen induzierbar und wird durch LMB nicht
beeinflußt
A: RT-PCR für VGF mit verschieden langen Zeiten der NGF-Induktion; PC12-Zellen wurden 0, 3, 6 und
24 Stunden mit NGF behandelt, Gesamt-RNA isoliert, cDNA hergestellt und eine VGF-spezifische RT-
PCR durchgeführt; B: RT-PCR für VGF und ß-actin mit Kern- und Cytoplasma-Fraktionen nach 3-
stündiger Behandlung mit NGF; zu den Zellen +LMB wurde eine halbe Stunde vor NGF-Induktion LMB
zugegeben (30 PCR-Zyklen).
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Mit der fraktionierten RNA aus den mit LMB behandelten  und unbehandelten PC12-Zellen
wurden auch mehrere RDAs parallel durchgeführt (analog zu den durchgeführten RDAs mit
Jurkat-Zellen in Kapitel II.3.4), um herauszufinden, ob auch Klone detektierbar sind, deren
Kern/Cytoplasma-Verteilung sich durch LMB ändert. Insgesamt neun Klone wurden mittels
cDNA Southernblot analysiert. Keiner dieser Klone zeigte jedoch einen signifikanten
Unterschied in den Signalen für die Tester- und Driver-Repräsentation. Eine größere Anzahl
an Klonen müßte untersucht werden, um eine Aussage darüber treffen zu können, ob sich in
den Endprodukten der PC12-RDA Klone befinden, bei denen Behandlung mit LMB einen
Einfluß auf die Kern/Cytoplasma-Verteilung hat.
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III Diskussion
III.1 Die Repräsentative Differenz-Analyse als Mittel zur Untersuchung des
CRM1-abhängigen RNA-Exports
III.1.1 Anwendungsgebiete und Vorteile der RDA
Die Repräsentative Differenz-Analyse (RDA) wurde entwickelt, um Unterschiede zwischen
komplexen Genomen zu detektieren (Lisitsyn & Wigler, 1993). So konnten z.B.
Amplifikationen oder Deletionen in genomischer DNA identifiziert werden. Durch Benutzung
von cDNA als Startmaterial konnten Hubank und Schatz diese Methode adaptieren, um
Expressionsunterschiede zwischen zwei cDNA-Proben zu detektieren (Hubank & Schatz,
1994). Seit der Entwicklung der RDA 1993 sind ungefähr 500 Publikationen erschienen, die
mit dieser Methode verschiedenste biologische Fragestellungen untersucht haben. Dazu
gehören zum Beispiel der Vergleich der Transkriptionsprofile von Tumorgewebe und
normalem Gewebe (Gress et al., 1997) und die Wirkung von exogenen Faktoren wie Stress,
Hormonen und Toxinen auf die Genexpression (Wang et al., 1998; Melia et al., 1998; Shin et
al., 2004). Durch Benutzung methylierungssensitiver Restriktionsenzyme wurde diese
Methode adaptiert, um verschiedene Methylierungsmuster in Genomen zu detektieren
(Ushijima et al., 1997).
Der Vorteil der RDA liegt darin, daß keine Vorauswahl untersuchter Gene bzw. Transkripte
getroffen werden muß. Dieser Vorteil überwog in den letzten Jahren gegenüber der
Microrarray-Technologie, da hier nur eine bestimmte Anzahl Gene untersucht werden konnte,
was vor allem bei komplexen und großen Genomen eukaryotischer Organismen einen
Nachteil darstellte. Außerdem hängt die Detektion von Transkripten mittels RDA nicht von
den absoluten Expressionsmengen ab, da vorhandene Unterschiede zwischen den zu
vergleichenden Proben amplifiziert werden. Mittlerweile ist durch die große Anzahl an
verfügbaren Microarrays mit nahezu vollständiger Abdeckung sämtlicher Gene auch von
eukaryotischen Organismen die Microarray-Technologie zu einer wichtigen Methode
geworden, um Expressionsprofile und Expressionsunterschiede bei vielen biologischen
Fragestellungen zu untersuchen. Welford et al. haben RDA mit Microarray-Analysen
kombiniert, indem zuerst eine RDA mit zwei unterschiedlichen Sarkom-Zell-Linien
durchgeführt wurden und aus den erhaltenen Differenzprodukten ein Microarray hergestellt
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wurde, der mit den urprünglich verwendeten Tester- bzw. Driver-Repräsentationen
hybridisiert wurde. Das ermöglichte die einfache Analyse einer großen Anzahl von
Differenzprodukten und führte zur Identifikation von 173 Genen, die eine unterschiedliche
Expression in den beiden Sarkom-Zell-Linien zeigten (Welford et al., 1998). Je nach
biologischer Fragestellung muß abgewogen werden, welche der verfügbaren Methoden wie
RDA oder auch Differential Display und Microarrays die beste Methode ist.
III.1.2 Anwendung der RDA zur Untersuchung des CRM1-abhängigen RNA-Exports
In dieser Arbeit wurde die RDA erstmals mit fraktionierten cDNA-Populationen als
Ausgangsmaterial angewandt. Diese Methode wurde gewählt, da zu Beginn des Projektes
noch nicht annähernd das komplette Transkriptom eukaryotischer Organismen auf
Microarrays verfügbar war und die Anzahl der CRM1-abhängig exportierten RNAs als relativ
klein eingeschätzt wurde.
Zur Untersuchung des CRM1-abhängigen Exports mittels RDA wurden cDNA-Populationen
eingesetzt, die aus Kern/Cytoplasma-Fraktionen von Zellen hergestellt wurden, die mit und
ohne LMB behandelt wurden. LMB wurde zur spezifischen Blockierung des CRM1-
abhängigen Exports ausgewählt, da es sehr schnell wirkt und den CRM1-vermittelten Export
von Molekülen durch die kovalente Bindung an CRM1 verhindert. Dies stellt gegenüber
anderen Möglichkeiten, den CRM1-abhängigen Export zu inhibieren, einen entscheidenden
Vorteil dar, weil andere Methoden zur Blockierung von CRM1, z.B. die Sättigung des CRM1-
abhängigen Exports durch die Überexpression von Rev oder die Blockierung von CRM1
durch Überexpression einer dominant-negativen Mutante des Nukleoporins Nup214/CAN
(∆CAN) die Transfektion von entsprechenden Expressionskonstrukten voraussetzen
(Saavedra et al., 1997; Bogerd et al., 98). Da größere Mengen zellulärer RNA zur
Durchführung der RDA nötig sind, ist die Transfektion vieler Zellen mit ausreichend hoher
Transfektionseffizienz nicht praktikabel und hat zudem noch den Nachteil, daß der Effekt auf
den CRM1-abhängigen Export zeitverzögert auftreten würde und so reproduzierbare
Ergebnisse nicht gewährleistet wären.
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III.1.3 Validierung der Methode durch Detektion der HIV-env-mRNA
Da die RDA vorher noch nicht mit fraktionierter RNA durchgeführt worden war, mußte
kontrolliert werden, ob CRM1-abhängig exportierte RNAs mittels dieser Methode detektiert
werden könnten. Dazu wurde der Einfluß von LMB auf die Kern/Cytoplasma-Verteilung der
env-mRNA in Cl-4-Zellen untersucht, die einen Teil des HIV-1-Genoms tragen, der für env
und auch das virale Protein Rev kodiert (Kräusslich et al., 1993). Sowohl mittels Northernblot
als auch mittels quantitativer RT-PCR konnte dabei nachgewiesen werden, daß der Export der
env-mRNA durch die Behandlung der Cl-4-Zellen mit LMB blockiert ist. Die Quantifizierung
ergab eine um 5-fach reduzierte Menge der env-mRNA im Cytoplasma der mit LMB
behandelten Zellen. Sowohl im Northernblot als auch in der quantitativen RT-PCR sind die
nukleären Mengen der env-mRNA im Kern im Gegensatz zur ß-actin-mRNA höher als im
Cytoplasma und scheinen durch LMB nicht beeinflußt zu werden. Die höhere Menge der env-
mRNA in den nukleären Fraktionen könnte daraus resultieren, das gleiche Mengen nukleärer
wie cytoplasmatischer poly-(A)+-RNA in den Northernblot eingesetzt wurden, was nicht den
relativen Verhältnissen in der Zelle entspricht, da der Anteil an cytoplasmatischer RNA in
einer Zelle höher ist als der nukleäre. Die gleichbleibenden Mengen der env-mRNA im Kern
unabhängig von Behandlung der Zellen mit LMB können darauf zurückzuführen sein, daß im
Kern zurückgehaltene mRNAs mit funktionellen Introns wie env weitergespleißt werden und
die vollständig gespleißten mRNAs daraufhin TAP-abhängig exportiert werden.
Nach diesen Vorversuchen wurde in den aus Cl-4-Zellen hergestellten cDNA-
Repräsentationen untersucht, ob sich der festgestellte Unterschied auf mRNA-Ebene auch auf
der Ebene der Repräsentationen, also der geschnittenen und amplifizierten cDNA,
wiederfindet. Da dies in den cytoplasmatischen Repräsentationen der Fall war, konnte im DP2
der cytoplasmatischen Cl-4-RDA ein env-Klon identifiziert werden. Im DP3 konnte keine
env-positive Kolonie mit der gleichen radioaktiven Sonde detektiert werden. Das bedeutet,
daß unter ca. 400 untersuchten DP3-Klonen keines der env-DpnII-Fragmente detektiert
werden konnte, das durch die radioaktive Sonde abgedeckt wird. Trotzdem besteht die
Möglichkeit, daß es im DP3 env-cDNA-Fragmente gibt, auch wenn die Häufigkeit
möglicherweise unter 1:400 liegt. Die Anreichung von cDNA-Fragmenten mit steigenden
Runden der subtraktiven Hybridisierung hängt von verschiedenen Faktoren ab und durch
Kompetition verschiedener Fragmente kann die absolute Menge eines Fragments in den
Differenzprodukten abnehmen. Vician et al. konnten zeigen, daß verschiedene cDNA-
Fragmente unterschiedlich stark in zunehmenden Runden der Hybridisierung angereichert
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werden und weitere Hybridisierungsrunden zur Abnahme bzw. zum Verschwinden
bestimmter cDNAs führen, so daß in den Experimenten von Vician et al. das DP4 schließlich
zu 90% aus nur noch einer einzigen cDNA bestand. Die für diese Effekte verantwortlichen
Faktoren sind (1) die absolute Konzentration einer cDNA in der Tester- bzw. Driver-
Repräsentation, (2) der Mengenunterschied einer cDNA zwischen Tester- und Driver-
Repräsentation, (3) die eingesetzten Tester/Driver-Verhältnisse in den subtraktiven
Hybridisierungen und (4) die Fähigkeit zur Amplifikation einzelner cDNA-Fragmente, die
von den Größen der Restriktionsfragmente abhängt, die während der RDA generiert werden
(Vician et al., 1997). Aufgrund der relativ schwachen Signale der env-mRNA im Northernblot
könnte es sein, daß die absoluten Mengen der env-mRNA relativ gering sind und somit die
Anzahl der env-cDNA-Fragmente vom DP2 zum DP3 bereits abnimmt.
Daß die Detektion der env-cDNA spezifisch war und nicht etwa cDNAs jedes beliebigen
Transkriptes in den Endprodukten der RDA zu finden sind, wurde durch die Beobachtung
gestützt, daß cDNA-Fragmente einer abundanten mRNA wie ß-actin nicht detektiert werden
konnten. Die für die Validierung der RDA ausgewählte Positivkontrolle hatte somit gezeigt,
daß CRM1-abhängig exportierte Transkripte detektiert werden können.
III.1.4 Die Detektion ribosomaler RNA spiegelt den CRM1-abhängigen Export der
ribosomalen Untereinheiten wieder
Neben der Detektion von cDNA-Fragmenten der env-mRNA wurden sowohl in nukleären
RDAs aus HeLa- und auch Cl-4-Zellen cDNA-Fragmente identifiziert, die für die 28S bzw.
18S rRNA kodieren. Der Einfluß von LMB auf den Export der 28S rRNA konnte in dieser
Arbeit mittels in situ Hybridisierungen bestätigt werden, da nach LMB-Behandlung eine
Akkumulation der 28S rRNA in den Nukleoli beobachtet werden konnte. Dies erklärt die
hohe Abundanz von 28S rRNA-Klonen in den nukleären RDAs. Der CRM1-abhängige
Export der ribosomalen Untereinheiten war zu diesem Zeitpunkt schon aus S. cerevisiae
bekannt (Gadal et al., 2001; Ho et al., 2000; Moy & Silver, 1999), und wurde kurz darauf
auch für Säugetierzellen publiziert (Thomas & Kutay, 2003; Trotta et al., 2003).
Obwohl die für die RDA eingesetzte cDNA mittels Oligo-d(T)-Oligonukleotiden hergestellt
wurde, wurden ribosomale Sequenzen revers transkribiert, die keinen Poly-(A)-Schwanz
besitzen. Die anteilig hohe Menge an rRNA in der Gesamt-RNA (je nach Zelltyp 80-85%)
und die Anwesenheit von Adenosin-reichen Regionen in der ribosomalen RNA haben
vermutlich zu ihrer Amplifikation in der RDA geführt. Die Anwesenheit von ribosomalen
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Sequenzen in cDNA-Bibliotheken ist daher nicht ungewöhnlich und wurde bereits beobachtet
(Gonzalez & Sylvester, 1997; Frohme et al., 2000).
Durch das sogenannte „doping the driver“, d.h. die Unterdrückung der Amplifikation
bestimmter Fragmente durch Nivellierung der in den cDNA-Populationen vorkommenden
Unterschiede, konnte die Menge der cDNA-Fragmente gesenkt werden, die die 28S rRNA
repräsentierten. Stattdessen konnten auch cDNA-Fragmente für die 18S rRNA identifiziert
werden. Somit konnte eine weitere CRM1-abhängig exportierte RNA identifiziert werden,
was durch Publikationen bestätigt wurde (Moy & Silver, 1999; Thomas & Kutay, 2003).
Während die env-cDNA-Fragmente nur in der cytoplasmatischen RDA der Cl-4-Zellen
identifiziert werden konnte, wurden die ribosomalen RNAs nur in nukleären RDAs aus Cl-4-
und HeLa-Zellen gefunden. Der cDNA-Southerblot mit cytoplasmatischen Repräsentationen
hatte gezeigt, daß im Cytoplasma kein detektierbarer Unterschied in den rRNA-Mengen nach
Über-Nacht-Inkubation mit LMB vorliegt. Auch die in situ Hybridisierung mit einer 28S-
rRNA-spezifischen Sonde zeigte, daß nach LMB-Behandlung das Signal in den Nukleoli
ansteigt, aber keine signifikante Depletion des 28S rRNA-Signals im Cytoplasma festgestellt
werden konnte. Grund dafür könnte sein, daß im Cytoplasma eine große Menge an
Ribosomen vorliegt, die eine relativ lange Halbwertszeit von mehr als 100 Stunden besitzen
(Nikolov et al., 1983) und die Blockierung des Exports neuer ribosomaler Untereinheiten in
einem Zeitraum von 12–16 Stunden nicht zu einer detektierbaren Reduktion der rRNA im
Cytoplasma führt. So konnten Thomas et al. auch nach 18-stündiger Inkubation mit LMB nur
ein stärkeres Nukleoli-Signal für die 28S rRNA beobachten, im Cytoplasma war dagegen kein
Unterschied detektierbar (Thomas & Kutay, 2003).
Die Identifikation der ribosomalen RNAs diente in dieser Arbeit somit als weitere
Positivkontrolle zusätzlich zu env. Die Identifikation dieser RNAs hatte gezeigt, daß die
Detektion CRM1-abhängiger RNAs mittels RDA aus mit LMB behandelten und
unbehandelten Kern- und Cytoplasma-Fraktionen von Zellen möglich ist. Anhand der
bisherigen Ergebnisse wurde auch deutlich, daß eine bestimmte RNA nicht unbedingt aus der
nukleären und der cytoplasmatischen RDA identifiziert werden muß, da z.B. die env-mRNA
nur in der cytoplasmatischen und die ribosomalen RNAs nur in der nukleären RDA
identifiziert werden konnte. Dementsprechend war auch nicht vorhersagbar, aus welcher
Fraktion zelluläre CRM1-abhängig exportierte mRNAs identifiziert werden müßten, so daß
die RDAs in HeLa- und Cl-4-Zellen sowohl mit Kern- als auch mit Cytoplasma-Fraktionen
durchgeführt wurden.
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III.2 CRM1-abhängiger Export in HeLa- und Cl-4-Zellen
Nach der erfolgreichen Detektion der oben genannten Positivkontrollen wurden Klone
analysiert, die von zellulären mRNAs stammten. Es wurden verschiedene Ansätze verfolgt,
um putativ positive Klone zu finden. Ein positiver Klon sollte zunächst im cDNA-
Southernblot ein signifikant höheres Testersignal im Vergleich zur Driver-Repräsentation
zeigen und dieser Unterschied sollte auch mittels verschiedener Methoden wie Northernblot,
in situ Hybridisierung oder semiquantitativer RT-PCR auf RNA-Ebene reproduzierbar sein.
III.2.1 Analyse zufällig ausgewählter Klone
Nach zufälliger Auswahl einiger Klone aus RDAs mit Kern-RNA aus HeLa- und Cl-4-Zellen
konnte bei manchen dieser Klone ein bis zu dreifacher Mengenunterschied zwischen Tester
und Diver festgestellt werden, bei einem Klon wurde ein höheres Signal im Driver festgestellt
(„similar to hnRNP E2“). Keiner der analysierten Klone zeigte einen ähnlich starken
Unterschied in den Tester- und Driver-Repräsentationen wie die env-mRNA und die 28S und
18S rRNA. Der maximale beobachtete Signalunterschied lag bei etwa dreifach für SR-BP1,
während sich die Unterschiede bei den meisten anderen Klonen im Bereich von 1,5 bis 2-fach
bewegten.
Um eine bessere Vorstellung davon zu bekommen, ob diese geringen Unterschiede zwischen
Tester und Driver relevant sind, wurden die gleichen Klone aus den Kern-RDAs auf
cytoplasmatischen Repräsentationen bzw. auf Kern-Repräsentationen der jeweils anderen
Zell-Linie getestet. Die Analyse der zufällig ausgewählten nukleären Klone in
cytoplasmatischen Repräsentationen bzw. in der jeweils anderen verwendeten Zell-Linie
ergab, daß nur der HeLa-Klon für das Atonal Homolog 8 (ATOH8) in cytoplasmatischen und
nukleären Repräsentationen der Cl-4-Zellen einen Unterschied zeigte. Mittels Northernblot
konnten keine spezifischen Signale für ATOH8 detektiert werden. Auch die Analyse mittels
semiquantitativer RT-PCR zeigte nur ein schwaches spezifisches Signal. Ein Unterschied
zwischen LMB behandelten und unbehandelten Fraktionen konnte jedoch nicht festgestellt
werden (nicht gezeigt). Das ATOH8-Transkript wurde mittels Northernblot auch in RNA-
Fraktionen von Jurkat-Zellen detektiert, wo ATOH8 stärker exprimiert zu sein scheint als in
HeLa-Zellen. LMB-Behandlung zeigte jedoch auch hier keinen Effekt (nicht gezeigt), so daß
nicht angenommen werden kann, daß die ATOH8-mRNA eine CRM1-abhängig exportierte
mRNA ist.
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Gallouzi et al. hatten mittels in situ Hybridisierung gezeigt, daß die hsp70-mRNA unter
Hitzeschockbedingungen und nach LMB-Behandlung im Kern akkumuliert. Sie folgerten, daß
die hsp70-mRNA, gebunden an das RNA-Binde-Protein HuR und vermittelt durch die
Bindung zweier Proteine an CRM1, pp32 und APRIL, CRM1-vermittelt exportiert werden
würde (Gallouzi et al., 2001). Das Erscheinen des hsp70-Klons (HSPA1A) in der nukleären
Cl-4-RDA wurde deshalb auch näher untersucht. In in situ Hybridisierungen konnte nach
Hitzeschock sowohl in Cl-4- als auch in HeLa-Zellen keine Kern-Akkumulation festgestellt
werden, und auch die quantitative RT-PCR zeigte keinen Einfluß von LMB auf die
Kern/Cytoplasma-Verteilung (nicht gezeigt). Während der Anfertigung dieser Arbeit wurde
ein Teil der Daten von Gallouzi et al. zurückgezogen (Gallouzi et al., 2003), unter anderem
die erwähnte in situ Hybridisierung, so daß nicht mehr feststeht, ob die hsp70-mRNA CRM1-
abhängig exportiert wird.
Mittels der zufälligen Auswahl von Klonen wurden insgesamt zwölf verschiedene cDNA-
Fragmente aus den nukleären HeLa- und Cl-4-RDAs analysiert (von denen acht gezeigt
werden). Die Anzahl von Falschpositiven sollte zwar in einer RDA relativ gering sein, aber
dennoch bestand die Möglichkeit, daß die Analyse von zwölf unterschiedlichen cDNA-
Fragmenten nicht hoch genug war, um einen positiven Klon zu detektieren. Deshalb wurden
Experimente durchgeführt, die zur Eingrenzung putativ positiver Klone führen sollte.
III.2.2 Erweiterte Suche nach positiven Klonen
Bei der zufälligen Auswahl von Klonen wurde das gesamte Differenzprodukt kloniert. Als
nächstes wurde untersucht, ob die cDNA-Fragmente, die im Agarosegel die prominentesten
Banden repräsentierten, bereits zufällig ausgewählt worden waren und wenn nicht, ob diese
vielleicht CRM1-abhängig exportierte mRNAs repräsentieren. Hier konnte für die
Hauptbande des cytoplasmatischen HeLa-Differenzproduktes, das für den Hepatoma-derived
growth factor (HDGF) kodiert, kein Unterschied im cDNA-Southernblot festgestellt werden
(nicht gezeigt). Im Differenzprodukt der cytoplasmatischen Cl-4-RDA konnten zwei
Hauptbanden als cDNA-Fragmente der cdc20-mRNA identifiziert werden und die dritte als
ein Fragment der Polo-like kinase (PLK). Im Southernblot konnten für diese cDNAs
Unterschiede zwischen Tester- und Driver-Repräsentation festgestellt werden, die jedoch
mittels RT-PCR nicht bestätigt werden konnten.
Trotzdem bestand weiterhin die Frage, ob die RDAs mit nukleärer oder cytoplasmatischer
RNA als Startmaterial aus einer Zell-Linie einige gleiche Klone enthalten, die mRNAs
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repräsentieren würden, die unter LMB-Behandlung gleichzeitig aus dem Cytoplasma
depletiert und im Kern akkumulieren würden. Bei den Kreuzhybridisierungen der
Differenzprodukte aus nukleärer und cytoplasmatischer RDA zeigten die Kolonieblots wenige
spezifische Signale, was schon darauf hinwies, daß keine große Überlappung zwischen
nukleären und cytoplasmatischen Differenzprodukten zu erwarten war. Unterschiede
zwischen Tester und Driver im cDNA-Southernblot der mittels der Kreuzhybridisierung
ausgewählten Klone konnten jedoch nicht festgestellt werden (z.B. für hsp90 und PGK1).
Auch die Analyse von Klonen mittels reversen Northernblots führte nicht zur Identifikation
von positiven Klonen.
III.2.3 Gibt es in HeLa- und Cl-4 Zellen keine CRM1-abhängig exportierten mRNAs?
Nachdem verschiedene Analysen zur Identifikation von putativ positiven Klonen
durchgeführt worden waren und festgestellt wurde, daß keiner der Klone, die für zelluläre
mRNAs kodieren, als positiv bestätigt werden konnte (entweder aufgrund zu geringer
Expression oder aufgrund nicht vorhandener Unterschiede zwischen den zu vergleichenden
RNA-Fraktionen) mußte angenommen werden, daß der CRM1-abhängige mRNA-Export in
HeLa- und Cl-4-Zellen eine sehr geringe Rolle spielt und unter den gewählten Bedingungen
nicht detektiert werden kann. Unter den gleichen Bedingungen konnten jedoch CRM1-
abhängig exportierte mRNAs wie die env-mRNA, die 28S und die 18S rRNA mittels RDA
identifiziert werden. Ein Grund dafür könnte sein, daß es in HeLa- und Cl-4- Zellen unter den
gewählten Bedingungen keine CRM1-abhängig exportierten zellulären mRNAs gibt. Falls
dies der Fall ist, wäre die Anzahl der falschpositiven Klone, die mittels RDA amplifiziert
werden, hoch. Das würde bedeuten, daß z.B. in den nukleären RDAs nur rRNA-Klone als
Positive vorhanden wären und der gesamte Rest an Sequenzen Hintergrund darstellt. Somit
wären zwei Runden der subtraktiven Hybridisierung nicht ausreichend, um diesen
Hintergrund zu unterdrücken. Noch höher müßte dann der Anteil an Falschpositiven sein,
wenn die positiven (rRNA-) Klone durch das „doping the driver“ unterdrückt worden sind.
Der Befund, daß es in HeLa- und Cl-4-Zellen keine CRM1-abhängig exportierten mRNAs
gibt, wäre konsistent mit Daten von Herold et al.(Herold et al., 2003). In dieser Studie wurde
mRNA-Export in Drosophila Schneider Zellen untersucht. Komponenten des konstitutiven
mRNA-Exports wie TAP wurden mittels RNAi herunterreguliert und die cytoplasmatischen
Mengen von etwa 6000 mRNAs mittels Microarrays untersucht. Während durch die RNAi
gegen TAP die zellulären Mengen vieler mRNAs signifikant reduziert wurden, konnte dieser
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Effekt nicht beobachtet werden, wenn die Zellen mit LMB behandelt wurden. Daraus kann
wie auch aus anderen Publikationen geschlossen werden, daß CRM1 keine signifikante Rolle
im Export konstitutiv exprimierter zellulärer mRNAs in diesen Zelltypen spielt. Gleichzeitig
kann jedoch auch ein genereller Effekt von LMB auf die Transkription zellulärer mRNAs
ausgeschlossen werden.
Sollte es doch eine kleine Anzahl an CRM1-abhängig exportierten mRNAs in HeLa- oder
Cl-4-Zellen geben, scheinen sie nicht signifikant mittels RDA unter den gewählten
Bedingungen angereichert worden zu sein. Gründe dafür könnten sein, daß die Expression zu
niedrig ist, der Unterschied zwischen mit und ohne LMB behandelten RNA-Fraktionen nicht
groß genug ist oder keine geeigneten DpnII-Fragmente bei der Herstellung der
Repräsentationen generiert wurden. Natürlich besteht immer noch die Möglichkeit, daß die
Differenzprodukte Klone für CRM1-abhängig exportierte mRNAs enthalten und durch die
Analyse einer signifikant höheren Zahl von Klonen solch eine mRNA detektieren werden
könnte.
III.3 CRM1-abhängiger RNA-Export in aktivierten T-Zellen
Im Laufe dieser Doktorarbeit erschienen Publikationen, die die CRM1-Abhängigkeit
einzelner Transkripte in verschiedenen Zelltypen unter bestimmten Bedingungen zeigten bzw.
für möglich hielten. All diese untersuchten Transkripte haben gemeinsam, daß sie eine kurze
Halbwertszeit besitzen und nur unter bestimmten Bedingungen exprimiert werden. Wie schon
in der Einleitung beschrieben wurde, gehören die c-fos-mRNA und die IFNα1-mRNA zu
diesen Transkripten (Brennan et al., 2000; Kimura et al., 2004). Aufgrund von Daten aus drei
weiteren Publikationen wird der CRM1-abhängige Export bestimmter zellulärer mRNAs für
möglich gehalten. Ein Beispiel ist die Cyclooxygenase-2-mRNA. Cyclooxygenase-2 (COX-2)
ist eine Prostaglandin-Synthase, die für die Biosynthese von Prostaglandinen und
Arachidonsäure wichtig ist. Ihre Expression wird durch äußere Einflüße wie Mitogene,
Onkogene oder Wachstumsfaktoren induziert (Smith et al., 2000) und wird in bestimmten
Formen von Dickdarm- und Brustkrebs überexprimiert (Hawk et al., 2002). In Zellkultur kann
die Expression der COX-2-mRNA durch Serumdepletion induziert werden. Jang et al.
konnten in serumdepletierten Brustkrebszellen beobachten, daß die Behandlung von Zellen
mit LMB zu leicht erhöhten Mengen der COX-2-mRNA im Kern führt, und nehmen somit an,
daß die COX-2-mRNA mittels CRM1 exportiert wird (Jang et al., 2003).
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Ein weiteres Beispiel für eine zelluläre mRNA, die möglicherweise über CRM1 exportiert
wird, ist die Interleukin 2-mRNA (Il-2-mRNA). Sie enthält in der 3‘-UTR mehrere AU-reiche
Elemente (ARE) und wird bei T-Zell-Aktivierung induziert (Lindstein et al., 1989; Shaw et
al., 1988). Shim et al. konnten zeigen, daß das RNA-bindende Protein NF90 bei T-Zell-
Aktivierung in das Cytoplasma transportiert wird und dort an die AREs der Il-2-mRNA
gebunden ist und diese somit stabilisiert. Die Zugabe von LMB verhindert den Transport von
NF90 ins Cytoplasma und führt somit zum Abbau der Il-2-mRNA. Neben dieser Möglichkeit
ist jedoch auch denkbar, daß NF90 und die Il-2-mRNA schon im Kern aneinander binden und
gemeinsam durch CRM1-vermittelten Transport ins Cytoplasma gelangen (Shim et al., 2002).
Das letzte Beispiel ist die CD83-mRNA, die bei der Reifung von dendritischen Zellen
exprimiert wird. Der Export der CD83-mRNA ist abhängig von eIF-5A, einem Protein, das
als Export-Kofaktor für HIV-Rev und HTLV-Rex identifiziert wurde (Ruhl et al., 1993;
Bevec et al., 1996; Katahira et al., 1995). Zusätzlich interagiert eIF-5A mit CRM1 (Rosorius
et al., 1999) was zu der Annahme führt, daß der Export der CD83-mRNA durch eIF-5A und
CRM1 vermittelt werden könnte (Kruse et al., 2000). Die Blockierung des Exports der CD83-
mRNA durch LMB konnte kürzlich in X. laevis-Oozyten bestätigt werden (persönliche
Information von Prof. Joachim Hauber, Heinrich-Pette-Institut Hamburg).
Aufgrund der Tatsache, daß die c-fos-mRNA, die IFNα1-mRNA, die CD83-mRNA und die
anderen beiden mRNAs, bei denen CRM1-abhängiger Export möglich erscheint, alle zu
induzierbaren und kurzlebigen mRNAs gehören, wurde untersucht, ob die Lokalisation
induzierbarer, kurzlebiger Transkripte durch die Behandlung mit LMB beeinflußt wird. Als
System wurde die T-Zell-Aktivierung ausgewählt, weil bekannt ist, daß eine Vielzahl von
kurzlebigen mRNAs bei der T-Zell-Aktivierung induziert werden.
III.3.1 Die RDA in Jurkat-T-Zellen führte zu einer Anzahl positiver Klone
Nach Analyse einiger zufällig ausgewählter Klone aus den verschiedenen RDAs, die mit
cDNA aus Jurkat-Zellen durchgeführt wurden, zeigte sich, daß die RDA mit dem initialen
Tester:Driver-Verhältnis 1:10 Klone enthielt, die im cDNA-Southernblot höhere Tester- als
Driversignale aufwiesen.
Die vorhandenenen Unterschiede waren teilweise größer als die, die bei Klonen von HeLa-
und Cl-4-RDAs beobachtet werden konnten. Insgesamt konnten unter 96 Klonen 19 cDNA-
Fragmente identifiziert werden, die unterschiedliche Transkripte repräsentieren. Neun von
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diesen hatten einen Tester/Driver-Unterschied von 3,6-fach und höher (siehe Tabelle 3,
Kapitel II.2.1.5).
Unter den identifizierten Klonen war ein Klon für die CD83-mRNA, deren Exportblock in
X. laevis-Oozyten schon gezeigt worden war und der somit als Positivkontrolle für die RDA
in Jurkat-Zellen fungiert. Northernblot- und RT-PCR-Analysen der CD83-mRNA und anderer
Klone zeigten, daß die Transkription von insgesamt neun mRNAs durch PMA und Ionomycin
induziert wurde. Gleichzeitig führte die Behandlung der Zellen mit LMB zu einer Reduktion
der Gesamt-RNA-Mengen der einzelnen mRNAs. Auch die Il-2-mRNA zeigte dieses
Verhalten und könnte dementsprechend auch im Differenzprodukt als cDNA-Klon vertreten
sein. Nur die mRNA für die Methioninadenosyltransferase II γ (MAT2A) schien nicht oder
nur kaum von der Aktivierung durch PMA und Ionomycin beeinflußt zu werden und die
Behandlung der Zellen mit LMB hatte nur einen geringen Effekt auf die Kern/Cytoplasma-
Verteilung dieser mRNA. Der cytoplasmatische Unterschied zwischen mit und ohne LMB
behandelten Zellen war groß genug, um MAT2A mittels RDA anzureichern.
Unter den zehn Klonen, die induzierbar und durch LMB beeinflußbar waren, hatten CD82
antigen und TRAF1 im cDNA-Southernblot nur Unterschiede von 1,8-fach bzw. 1,4-fach,
trotzdem zeigte die Northernblot-Analyse der Kern/Cytoplasma-Verteilung der mRNAs das
gleiche Ergebnis wie z.B. TNFA, das im cDNA-Southernblot einen Unterschied von 25-fach
aufwies. Somit könnten auch die Klone, die einen geringen Tester/Driver-Unterschied
zeigten, als positive Klone beurteilt werden.
III.3.2 Beeinflußt LMB die Transkription von mRNAs?
Da die LMB-Behandlung eine halbe Stunde vor der T-Zell-Aktivierung durchgeführt wurde,
mußte ausgeschlossen werden können, daß LMB einen Einfluß auf die Transkription der
mRNAs hat, die durch PMA und Ionomycin induziert werden. Ein genereller Einfluß von
LMB auf die Gesamt-RNA-Menge einer Zelle konnte nicht beobachtet werden (Herold et al.,
2003).
Die transkriptionelle Aktivierung der hier untersuchten mRNAs wird durch
Transkriptionsfaktoren wie NF-AT (Nuclear factor of activated T-cells) und NF-κB (Nuclear
factor κB) vermittelt. Der Kernimport von NF-AT wird durch Calcium-Ionophoren wie
Ionomycin induziert, wo es an bestimmte Promotoren bindet und die Transkription von der
Il-2-mRNA induziert (Rao, 1994). Das Ende der Il-2-mRNA Synthese wird durch die
Phosphorylierung von NF-AT mittels nukleärer Kinasen bewirkt, woraufhin NF-AT CRM1-
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abhängig in das Cytoplasma exportiert wird. Der NF-AT spezifische Inhibitor n-Butyrat
bewirkt das vorzeitige Ende der Il-2-mRNA-Produktion durch die Aktivierung des Exports
von NF-AT (Diakos et al., 2002). Dieser Effekt konnte durch die Blockierung des NF-AT-
Exports mittels LMB wieder aufgehoben werden, weshalb ein negativer Effekt von LMB auf
die Il-2-mRNA Transkription ausgeschlossen werden kann (Diakos et al., 2002).
Auch für die Transkriptionsaktivierung durch NF-κB ist ein Einfluß von LMB
unwahrscheinlich. NF-κB liegt im Komplex mit IκB-Proteinen vor (Inhibitor of NF-κB), die
NF-κB im Cytoplasma lokalisiert halten. Durch Induktion von Signaltransduktionskaskaden
bei der T-Zell-Aktivierung werden IκB-Proteine phosphoryliert, ubiquitiniert und schließlich
durch das Proteasom abgebaut (zusammengefaßt in Stancovski & Baltimore, 1997). Die
bisher durch die Bindung von IκB maskierte NLS von NF-κB wird frei und NF-κB wird
abhängig von Importin α und Importin β in den Kern importiert, wo es die Transkription der
induzierbaren mRNAs steuert. NF-κB aktiviert dann auch die Transkription von IκBα. Nach
Translation der IκBα-mRNA wird das IκBα-Protein in den Kern importiert, bindet dort wieder
an NF-κB, woraufhin dieser dimere Komplex CRM1-abhängig aus dem Kern exportiert wird.
Wenn der CRM1-abhängige Export durch LMB blockiert wird, würde das bedeuten, daß der
NF-κB-IκBα-Komplex im Kern zurückgehalten wird. Nelson et al. haben die Kinetik des NF-
κB-Signalwegs und die NF-κB-abhängige Transkription im Zusammenhang mit LMB
untersucht (Nelson et al. 2002). Zellen wurden eine Stunde mit LMB vorbehandelt, bevor die
Degradation von IκBα durch die Zugabe von TNFα stimuliert wurde. Es konnte sowohl eine
Kernakkumulation von IκBα als auch von NF-κB beobachtet werden, die Rate der NF-κB-
abhängigen Transkription (untersucht mittels eines Luciferase-Reporters) wurde jedoch in
einem Zeitraum von bis zu fünf Stunden nicht beeinflußt. Diese Ergebnisse zusammen mit
den Beobachtungen, die bei der Reduktion von TAP mittels RNAi gemacht wurden, sprechen
dafür, daß LMB die Transkription dieser mRNAs nicht direkt inhibiert. Sollte ein negativer
Rückkopplungsmechanismus existieren, ist jedoch vorstellbar, daß die Inhibition des Exports
von mRNAs auch einen Einfluß auf die vorgeschalteten Prozesse wie das Spleißen und die
Transkription der mRNAs hat.
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III.3.3 Eine Kernakkumulation der mRNAs ist bei LMB-Behandlung nicht zu
beobachten
Die Northernblot- und RT-PCR-Analysen der Klone und der Il-2-mRNA zeigten, daß
Behandlung der Zellen mit LMB zur Kernakkumulation der untersuchten Transkripte führte,
ein Effekt, der auch bei der CRM1-abhängig exportierten env-mRNA beobachtet werden
konnte. Stattdessen führte die LMB-Behandlung sowohl zu einer Reduktion der
cytoplasmatischen als auch der nukleären mRNA-Mengen. Auf Gesamt-RNA-Ebene konnte
dieser Effekt auch bei der Reduktion des Haupt-mRNA-Export-Rezeptors TAP mittels RNAi
beobachtet werden (Herold et al., 2003). Die Hypothese wurde aufgestellt, daß ein negativer
Rückkopplungsmechanismus die Akkumulation von mRNAs im Kern verhindert, indem z.B.
die Stabilität der mRNAs sinkt, die transkriptionelle Aktivität in den depletierten Zellen
abnimmt oder es einen kotranskriptionellen Abbau der mRNAs geben könnte. Das
Vorhandensein eines Rückkopplungsmechanismus bei der Beeinflussung des
Kern/Cytoplasma-Transports wird in der gleichen Publikation durch die Beobachtung
gestützt, daß die Reduktion eines Exportfaktors durch RNAi zur verstärkten Expression
anderer Exportfaktoren führt. Auch in S. cerevisiae konnte beobachtet werden, daß
Mutationen in mRNA-Export-Faktoren zu einer Reduktion der Gesamt-mRNA-Mengen
führten (Libri et al., 2002; Zenklusen et al., 2002). Interessanterweise konnte diese Reduktion
aufgehoben werden, wenn Komponenten des Exosoms, eines mRNA-abbauenden
Proteinkomplexes, inaktiviert wurden.
Aufgrund dieser Ergebnisse wird klar, daß sich putativ CRM1-abhängige mRNAs nur mittels
RDA mit cytoplasmatischen Ausgangsmaterial (oder Gesamt-RNA als Ausgangsmaterial)
detektieren lassen. Bei einer RDA mit nukleärer mRNA aus mit LMB behandelten Zellen als
Tester wären diese mRNAs nicht detektierbar, da im Tester-Material eine geringere
Konzentration an den gesuchten Sequenzen vorliegen würde als im Driver.
III.3.4 Gemeinsamkeiten der gefundenen Klone
Die Transkription vieler der mittels Northernblot und RT-PCR analysierten mRNAs wird
durch T-Zell-Aktivierung induziert. Ob weitere Gemeinsamkeiten zwischen diesen mRNAs
existieren, wurde in dieser Arbeit ebenfalls untersucht.
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III.3.4.1 AU-reiche Elemente und die Fähigkeit zur Bindung an HuR
Eine auffällige Gemeinsamkeit der RDA-Klone sind die Längen der 3‘-UTRs. Im
Durchschnitt sind 3‘-UTRs von humanen mRNAs etwa 500 Nukleotide lang (Mazumder et
al., 2003). Die in der Jurkat-RDA gefundenen mRNAs haben jedoch mit durchschnittlich
1200 Nukleotiden bedeutend längere 3‘-UTRs.
Die CRM1-abhängig exportierten c-fos- und IFNα1-mRNAs besitzen in ihren 3‘-UTRs AREs
(Chen et al., 1994; Bakheet et al., 2001). Charakteristisch für AREs sind überlappende
Wiederholungen des Pentamers AUUUA (Chen & Shyu, 1995). Diese Motive dienen als
Bindestelle für verschiedene RNA-Binde-Proteine (zusammengefaßt in Brennan & Steitz,
2001), die durch ihre Bindung diese mRNAs stabilisieren oder destabilisieren können. Auch
die Il-2-mRNA und die COX-2-mRNA, bei denen ein CRM1-abhängiger Export
angenommen wird, besitzen AREs (Henics et al., 1994; Lasa et al., 2000). Zwei ARE-
bindende Proteine wurden in Zusammenhang mit dem CRM1-abhängigen Export gebracht,
HuR und NF90. HuR ist möglicherweise am Export der c-fos-mRNA über die Interaktion mit
pp32 oder APRIL und CRM1 beteiligt, und NF90 ist ein CRM1-abhängig exportierter Faktor,
der die IL-2-mRNA im Cytoplasma stabilisiert. Dabei ist noch nicht geklärt, ob NF90 die
Il-2-mRNA bereits im Zellkern bindet und sie CRM1-abhängig exportiert wird. Im
Zusammenhang mit aktivierten T-Zellen ist außerdem bekannt, daß sowohl HuR als auch
NF90 zunächst hauptsächlich im Kern lokalisiert sind, bei T-Zell-Aktivierung jedoch ins
Cytoplasma transportiert werden, um dort mRNAs durch die Bindung an ihre 3‘-UTRs zu
stabilisieren (Atasoy et al., 1998; Shim et al., 2002).
Dementsprechend wurden die in der Jurkat-RDA identifizierten Klone auf die Anwesenheit
von AREs untersucht. In Tabelle 4 ist vermerkt, daß TNFA, BIRC3 und LTA AREs enthalten
(zusammengefaßt in Bakheet et al., 2001). Mittels einer Datenbanksuche (Datenbank nach
Pesole et al., 2002) wurde nach anderen bereits bekannten Motiven in den 5‘- und 3‘-UTRs
der mRNAs gesucht, jedoch nichts Signifikantes gefunden.
Nach neueren Ergebnissen bindet HuR nicht ausschließlich an AREs. De Silanes et al. haben
die Bindung von HuR an 9600 mRNAs mittels Microarrays untersucht (De Silanes et al.,
2004). Unter den mRNAs, die anhand der Microarray-Daten an HuR binden, sind CD82,
NINJ1 und BCL2L1. Das Bindemotiv wurde als eine degenerierte, Uracil-reiche Sequenz
bestimmt, die eine sog. „Stem-loop“-Struktur bilden kann. Auch die CD83-mRNA soll,
Diskussion
69
obwohl sie kein ARE enthält, an HuR binden (persönliche Information von J. Hauber,
Heinrich-Pette-Institut Hamburg).
III.3.4.2 Die Transkription der identifizierten mRNAs wird bei der T-Zell-Aktivierung
induziert
In Tabelle 4 in Kapitel II.2.1.8 wird auch aufgeführt, ob die Induzierbarkeit und Expression
der einzelnen Transkripte in T-Zellen bereits beobachtet wurde. Grundlage für diese Daten
sind zwei Publikationen. Diehn et.al. haben mittels Microarrays die Expression vieler
Transkripte bei verschiedenen Möglichkeiten der T-Zell-Aktivierung untersucht, unter
anderem auch die Aktivierung durch PMA und Ionomycin (Diehn et al., 2002). Rhagavan et
al. haben die Induktion und Halbwertszeiten von Transkripten nach Stimulation von T-Zellen
mit anti-CD3- und anti-CD28 Antikörpern untersucht (Rhagavan et al., 2002). Zu acht Klonen
konnten Angaben gefunden werden. Die Induzierbarkeit von TNFA, BIRC3, IL2RA, NINJ1,
CD83, LTA und BCL2L1 konnte mittels der Datenbanksuche bestätigt werden. Die
beschriebene sechsfache Repression von MAT2A nach PMA- und Ionomycin-Behandlung
konnte im Northernblot jedoch nicht beobachtet werden. In den Datensätzen von Diehn et al.
sind auch die in dieser Arbeit verwendeten Negativkontrollen ß-actin und GAPDH zu finden.
Die Transkription der ß-actin-mRNA wird durch PMA und Ionomycin schon nach einer
Stunde induziert. Dies konnte auch im Northernblot mit Jurkat-mRNA-Fraktionen beobachtet
werden (Abb. II-24). Da allerdings die Menge an neu transkribierter im Vergleich zur bereits
vorhandener ß-actin-mRNA relativ gering ist, ist nur ein leichter Unterschied zwischen
uninduzierter und induzierter Kernfraktion zu sehen.
Die Transkription der GAPDH-mRNA wird erst nach etwa 24 Stunden induziert. Dies spielt
jedoch keine Rolle für diese beiden mRNAs als Negativ- und Ladekontrollen, da nur die
induzierten Fraktionen mit und ohne LMB verglichen wurden, wo kein Unterschied zu sehen
ist.
Neben der Induzierbarkeit durch PMA und Ionomycin scheinen sich die gefundenen mRNAs
durch überdurchschnittlich lange 3‘-UTRs auszuzeichnen und zumindest sieben der in dieser
Arbeit analysierten mRNAs haben wahrscheinlich die Fähigkeit, an HuR zu binden.
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III.4 Werden induzierte mRNAs bei der T-Zell-Aktivierung CRM1-
vermittelt exportiert?
Die RDA mit aktivierten Jurkat-Zellen führte zur Identifikation von mRNAs, die induzierbar
sind und deren Gesamtmenge durch den CRM1-Inhibitor LMB beeinflußt wird. Da die
mRNAs jedoch nicht im Kern akkumulieren, ist schwer nachzuweisen, daß ein Exportblock
vorliegt. Bei der Depletion des Haupt-mRNA-Export-Rezeptors TAP konnte jedoch auch
keine nukleäre mRNA-Akkumulation beobachtet werden, was auf einen unbekannten Abbau-
oder Rückkopplungsmechanismus hinweist, der die Akkumulation von mRNAs im Kern
verhindet (Herold et al., 2003).
Es ist bekannt, daß CRM1 selbst keine RNA-Binde-Aktivität hat. Stattdessen gibt es
Adaptoren wie z.B. NF90 oder HuR, die zum einen RNA-Binde-Domänen besitzen und zum
anderen direkt oder indirekt über Leucin-reiche Export-Signale an CRM1 binden.
Sowohl HuR als auch NF90 sind hauptsächlich im Kern lokalisiert, bis äußere Signale wie
T-Zell-Aktivierung, Hitzeschock oder Seruminduktion transkriptionelle Programme
induzieren und sowohl HuR als auch NF90 CRM1-vermittelt in das Cytoplasma transportiert
werden, um die neu transkribierten mRNAs durch die Bindung an ihre AU-reichen Elemente
zu stabilisieren (Shim et al., 2002; Gallouzi et al., 2001; Atasoy et al., 1998). Es ist natürlich
denkbar, daß diese Faktoren bereits im Zellkern an die mRNAs binden und die mRNAs
dadurch CRM1-abhängig exportiert werden. Andernfalls müßte die Bindung dieser Faktoren
an die AU-reichen Elemente dieser mRNAs im Kern auf irgendeine Weise inhibiert werden.
III.5 CRM1-abhängiger RNA-Export in PC12-Zellen
Nachdem in Jurkat-Zellen positive Klone gefunden worden waren, bei denen ein Einfluß von
LMB auch auf RNA-Ebene beobachtet werden konnte, wurde ein zweites induzierbares
System in die Analyse mittels RDA einbezogen. Es wurde die Differenzierung von Ratten-
Phäochromozytom-Zellen (PC12-Zellen) in einen neuronalen Phänotyp durch die Behandlung
mit NGF ausgewählt. Zuerst wurde die Induktion der Zellen durch NGF überprüft. Eine durch
NGF induzierte mRNA ist VGF. Mittels RT-PCR konnte gezeigt werden, daß es basale
Mengen der VGF-mRNA in PC12-Zellen gibt und daß die Transkription dieser mRNA durch
Inkubation mit NGF für drei Stunden deutlich anstieg. Im Vergleich der VGF-Mengen
nukleärer und cytoplasmatischer Fraktionen zeigte sich auch, daß LMB keinen Einfluß auf die
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Mengen der VGF-mRNA hat. Somit konnte ausgeschlossen werden, daß LMB einen
generellen Einfluß auf den Export oder die Transkription aller induzierbaren mRNAs hat.
Die RDAs mit den RNA-Fraktionen aus PC12-Zellen wurden mit den gleichen
Hybridisierungsverhältnissen und nach den gleichen Protokollen wie die Jurkat-RDAs
durchgeführt. Mittels cDNA-Southernblot wurden neun verschiedene cDNA-Fragmente
getestet, die keinen Unterschied zwischen Tester- und Driver-Repräsentation zeigten. Diese
Anzahl von Klonen ist nicht hoch genug, um eine Aussage darüber treffen zu können, ob
diese RDAs positive Klone enthalten. Die Analyse dieser RDAs wurde zurückgestellt, um die
weiterführenden Analysen der Jurkat-Klone durchführen zu können.
III.6 Funktion alternativer mRNA-Export-Wege
Heute besteht kein Zweifel mehr daran, daß TAP der Hauptexport-Rezeptor für mRNAs ist.
Trotzdem ist TAP nicht der einzige mRNA-Export-Rezeptor. Höhere Eukaryoten besitzen
z.B. mehrere TAP-Homologe wie NXF2 und NXF3, die ebenfalls die Fähigkeit besitzen,
mRNAs zu exportieren (Herold et al., 2000; Yang et al., 2001). Verschiedene mRNA-
Exportwege scheinen sich zum einen in ihrer Substrat-Spezifität unterscheiden zu können,
haben aber auch viele ihrer Substrate gemeinsam (Hieronymus & Silver, 2003). Aufgrund der
Tatsache, daß funktionell verwandte mRNAs zusammen transkribiert werden und in den
gleichen mRNP-Partikeln im Cytoplasma vorkommen, entwickelte sich die Hypothese, daß
mRNP-Partikel posttranskriptionelle Operons darstellen könnten. Die mRNAs dieser Partikel
würden gleichzeitig im Kern transkribiert, zusammen exportiert und an einer bestimmten
Stelle im Cytoplasma in Proteine translatiert werden, um ihre gemeinsame Funktion zu
erfüllen (Keene & Tenenbaum, 2002). In dieses Modell paßt die Existenz verschiedener
mRNA-Exportwege, da die Zelle so verschiedene Klassen von mRNAs getrennt voneinander
exportieren könnte, deren Proteine verschiedene Funktionen in der Zelle besitzen.
Die transiente Transkription kurzlebiger mRNAs während der T-Zell-Aktivierung könnte eine
Situation darstellen, in der diese mRNAs unabhängig vom konstitutiven TAP-abhängigen
Export transportiert werden müssen. Ein Vorteil des alternativen Exports dieser mRNAs läge
darin, daß diese mRNAs nicht mit konstitutiv exportierten mRNAs um den Export-Rezeptor
kompetitieren müßten und der Export somit schneller stattfinden kann. Da bei der HIV-
Infektion durch die Aktion viraler Proteine eine zur T-Zell-Aktivierung ähnliche Antwort in
den infizierten Zellen induziert wird (Simmons et al., 2001), benutzt HIV diesen Seitenweg
des mRNA-Exports möglicherweise auch für seine ungespleißten mRNAs, um die Expression
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zwischen früh exprimierten (TAP-abhängig exportierten) und spät exprimierten (CRM1-
abhängig exportierten) mRNAs zeitlich zu steuern.
III.7 Ausblick
Aufgrund der fehlenden Kern-Akkumulation der mRNAs nach LMB-Behandlung fehlt der
direkte Beweis für den CRM1-abhängigen Export dieser Transkripte. Da noch nicht bekannt
ist, welche Mechanismen zur Reduktion der nukleären mRNA-Mengen nach Blockierung der
Exportwege führt, ist diese Frage nicht leicht zu beantworten. Durch Überexpression von Rev
konnte eine Kern-Akkumulation der IFNα1-mRNA beobachtet werden, allerdings wurde in
diesen Experimenten die IFNα1-mRNA durch Transfektion eines entsprechenden
Expressionsplasmides ebenso überexprimiert (Kimura et al., 2004).
Weiterführende Experimente zur Untersuchung des CRM1-abhängigen Exports der
induzierbaren T-Zell-Transkripte sind beispielsweise Ko-Immunpräzipitationen mit HuR. Da
einige der untersuchten Transkripte wahrscheinlich mit HuR interagieren können, muß diese
Interaktion mittels Ko-Immunpräzipitationen in Jurkat-Zellen gezeigt werden können. Dazu
würde HuR aus Jurkat-Zellen unter Bedingungen immunpräzipitiert werden, unter denen
RNA-Protein-Komplexe erhalten bleiben. Aus dieser Immunpräzipitation könnte dann die
RNA isoliert und mittels RT-PCR spezifische Transkripte nachgewiesen werden. Ein
ähnliches Ko-Immunpräzipitationsexperiment wurde auch mit CRM1 durchgeführt (nicht
gezeigt). Da aber der Prozentsatz an mRNA-exportierendem CRM1 verglichen zu Protein-
exportierendem CRM1 wahrscheinlich sehr gering ist und auch nicht bekannt ist, wie stabil
die Interaktionen mit den hypothetischen Adaptorkomplexen ist, konnten mittels RT-PCR
keine indirekt an CRM1 gebundenen mRNAs identifiziert werden.
Ein anderer Ansatz ist die Mikroinjektion von Transkripten in Kerne von X. laevis-Oozyten.
Dieses System wurde extensiv zur Analyse des Kern/Cytoplasma-Transports von RNA
benutzt. Durch Injektion spezifischer mRNAs sollte es möglich sein, den Transport dieser
RNAs unter LMB-Behandlung zu beobachten.
Eine weitere Alternative zur Untersuchung des CRM1-abhängigen Exports der mRNAs ist zu
zeigen, daß die Kandidaten-mRNAs TAP-unabhängig exportiert werden. Dies könnte gezeigt
werden, indem TAP in humanen Zellen mittels RNAi depletiert wird. Ein Schwachpunkt
dieser Art von Analyse wäre allerdings, daß es dabei zu vielen indirekten Effekten kommen
könnte.
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Experimente dieser Art sollten klären, ob CRM1-abhängiger mRNA-Export in aktivierten
Zellen stattfindet. Mit der weiterführenden Analyse des Exports der identifizierten mRNAs
und der Möglichkeit, eine noch größere Anzahl dieser Transkripte mittels RDA zu
identifizieren, sollte der Mechanismus des CRM1-abhängigen mRNA-Exports aufgeklärt
werden können.
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IV Material
IV.1 Chemikalien
Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen: AppliChem, Biochrom AG, Carl Roth
GmbH, J.T. Baker, Merck, Riedel-deHaen und Sigma. Zellkultur-Reagentien wurden von
GIBCO-BRL bezogen. LMB ist ein Geschenk von Dr. Minoru Yoshida.
IV.2 Enzyme und Reagenzien
DpnII 10 U/µl New England Biolabs
E. coli DNA Polymerase I 10 U/µl New England Biolabs
E. coli DNA Ligase 10 U/µl New England Biolabs
Mung-Bean-Nuclease 10 U/µl New England Biolabs
NotI, SpeI, BamHI, EcoRI 10 U/µl Fermentas
RNase H 2,5 U/µl New England Biolabs
RNase Inhibitor 20 U/µl Fermentas
RQ1 RNase free DNase 1 U/µl Promega
Taq Polymerase 5 U/µl Qiagen
T4 DNA Ligase 400 U/µl New England Biolabs
Hefe-tRNA Roche
PicoGreen dsDNA Quantitation Reagent Molecular Probes
Ribovanadylkomplex RVC New England Biolabs
SYBR Green RNA Gel Stain Molecular Probes
1 kb ladder DNA Größenstandard GIBCO
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IV.3 Primer
Primer wurden mit der Software Primer 3 erstellt und von MWG bezogen.
Primer Sequenz 5'-3' Gen,
Modifikationen
Verwendung
oligo-dT tttttttttttt cDNA-Synthese
R-Bam-24 agcactctccagcctctcaccgag
R-Bam-12 gatcctcggtga
J-Bgl-24 accgacgtcgactatccatgaaca
J-Bgl-12 gatctgttcatg
N-Bgl-24 aggcaactgtgctatccgagggaa RDA
N-Bgl-12 gatcttccctcg
1Past24 agacagtgccggatgtagccataa
1Past12 gatcttatggct
SP6 atttaggtgacactatagaa Sequenzierung
T7 gtaatacgactcactatagggc
ß-actin 5' gagcggttccgctgccctgaggcactc ß-actin radioaktive Sonde
ß-actin 3' gggcagtgatctccttctgcatcctg (quant.) RT-PCR,
gapdh5' gtgaaggtcggagtcaacgg gapdh radioaktive Sonde
gapdh3' cctggtgaccaggcgc RT-PCR
8091+ ggaattccaatgacctggatggagtgggac
agag
HIV NL-43 Northernblot
8955- gaattccgccaggcacaagcagcattgttag
ctgc
HH176+ agtaggaaaagcaatgtatgccc HIV NL-43 Kolonieblot
HW3363- ggagtcaggaactaaagaatag
LCenv1f gagtagcacccaccaaggca HIV-BH10 quantitative RT-PCR
LCenv1r cccaagaacccaaggaacaa
cdc20for accagtgatcgacacattcgc cdc20
cdc20rev ggtccaactcaaaacagcgc
124for gcagtacgctgggctgga SR-BP1 Isoform 1
13rev agtagcgccccgagtgg
Il-2for tacaaagaaaacacagctacaactgga Il-2
Il-2rev tgatattgctgattaagtccctgg
Il-2R-for tcggaacacaacgaaacaag Il-2RA
Il-2R-rev gtgacgaggcaggaagtctc
lta-for cccaccagtggcatctactt LTA
lta-rev gacccctgaaatggtcagaa
TNFfor agcccatgttgtagcaaacc TNFA RT-PCR
TNFrev ggaagacccctcccagatag
Inhi-
apofor
ccggaagaatagaatggcact BIRC3
Inhi-
aporev
tccgcaattgttcttccact
Bcl-2for gtaaactggggtcgcattgt BCL2L1
Bcl-2rev tgtctggtcatttccgactg
CD83for gcatggaacgagcttttctc CD83
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CD83rev gctgcatacatcgctgaaaa
ratVGFfor tccttgctccaagaacttcga VGF
ratVGFrev gaactgatgggtttcgggaa
IV.4 Plasmide
pGem-T Easy Promega, T-Überhang-Vektor mit Bindestellen für SP6-
und T7-Polymerase
pNL-Env-wt von Jens Bohne, der Vektor enthält die env-Sequenz von
HIV-1 NL4-3
pGem-T Easy ß-actin pGem-T Easy ligiert mit ß-actin PCR-Produkt generiert
mit ß-actin 5‘- und ß-actin 3‘-Primern
pGemU6 Vektor, der die U6 snRNA Sequenz enthält,
Kunkel & Pederson, 1988
IV.5 Radioaktive Sonden
ß-actin PCR-Produkt aus pGem-T Easy ß-actin generiert mit
ß-actin 5‘- und ß-actin 3‘-Primern
env für den Northernblot: 8091+/8955-PCR-Produkt,
für den Kolonieblot: H176+/HW3363-PCR-Produkt
GAPDH PCR-Produkt amplifiziert aus HeLa-cDNA mit gapdh5‘
und gapdh3‘-Primern
U6 snRNA BamHI/EcoRI-Fragment von pGemU6
Klon-Sonden SP6/T7-PCR-Produkte aus den jeweiligen pGEM-T Easy
Vektoren
IV.6 Kit-Systeme
CEQ Dye Terminator Sequencing Kit Beckman Coulter
LightCycler DNA Master SYBR Green I Roche
MAXIscript SP6/T7 Ambion
NucleoSpin Extract Macherey-Nagel
NucleoBond PC100 Macherey-Nagel
NucleoBond PC500 Macherey-Nagel
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Oligotex mRNA Kit Qiagen
pGem-T Easy Vector System I Promega
Prime-it II Random Primer Labeling Kit Stratagene
RNeasy Midi Kit Qiagen
SuperScript II RnaseH- Reverse Transcriptase Invitrogen
IV.7 Markierung
Digoxigenin-11-UTP Roche
Anti-Digoxigenin-Fluorescein Fab Fragments Roche
α-32P-dCTP (10 mCi/ml) Amersham, NEN
α-33P-dCTP (10 mCi/ml) Amersham, NEN
IV.8 Puffer
Chloroform/Isoamylalkohol im Verhältnis 24:1
Church-Puffer 7 % SDS, 0,5 M Na2HPO4 pH 7,2, 1 mM EDTA, 1 %
BSA
50 x Denhardts Solution 1 % Ficoll 400, 1 % Polyvinylpyrolidone, 1 % BSA
6 x cDNA-Probenpuffer 300 mM NaOH, 6 mM EDTA, 18 % Ficoll 400,
Xylencyanol
5 x DNA-Probenpuffer 30 % Glycerin, 1 x TE, Bromphenolblau
DNase-Puffer 50 mM Tris pH 7,5, 10 mM MgCl2, 10 mM CaCl2
3 x EE 30 mM EPPS pH 8,0, 3 mM EDTA
10 x FA-Puffer 200 mM MOPS, 50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA
Fraktionierungs-Waschpuffer 10 mM Tris, pH 8,4, 1,5 mM MgCl2, 140 mM NaCl,
20 % Glycerol, 1 mM DTT
Hybridisierungspuffer 50 % Formamid, 6 x SSC, 5 x Denhardts Solution, 0,5 %
SDS, 100 µg/ml denaturierte Salmon-sperm DNA
In situ-Hybridisierungspuffer 60 % Formamid, 5 x SSC, 50 µg/µl Hefe-tRNA,
50 µg/µl Heparin
Methylenblau-Lösung 0,04 % Methylenblau in 0,5 M DEPC-Natriumacetat
pH 5,2
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NE Elutionspuffer aus dem NucleoSpin Extract Kit
(Macherey-Nagel)
NP-40-Puffer 0,25-0,5 % NP-40, 10 mM Hepes-KOH pH 7,8, 10 mM
KCl, 20 % Glycerol, 1 mM DTT
Phenol/Chloroform im Verhältnis 25:24:1
10 x RNA-Probenpuffer 4 mM EDTA, 2,6 % Formaldehyd, 3 % Formamid,
20 % Glycerol, 2,5 x FA-Puffer, Bromphenolblau
5 x RT2-Puffer 100 mM Tris pH 7,5, 0,5 M KCl, 40 mM MgCl2,
20 mM (NH4)2SO4, 20 mM EDTA, 0,25 mg/ml BSA
Southernblot-Waschpuffer 1 % SDS, 1 mM EDTA, 40 mM Na2HPO4, pH 7,2
20 x SSC 3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat in H2O-DEPC, pH 7,0
TAE 2 M Tris, 0,05 M EDTA pH 8, 5,8 % Essigsäure
TBST 50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1 % Tween-20
TE 10 mM Tris pH 8,5, 1 mM EDTA
0,5 x TE/tRNA 5 mM Tris pH 8,5, 0,5 mM EDTA, 5 mg/ml Hefe-tRNA
10 x TNE 100 mM Tris pH 7,4, 2 M NaCl, 10 mM EDTA
T1 1 mM Tris pH 8,5
T10 10 mM Tris pH 8,5
T50 50 mM Tris pH 8,8
IV.9 Medien
DMEM high DMEM high Glucose, 10 % (v/v) FCS, 2 mM
L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml
Streptomycin
DMEM low DMEM low Glucose, 10 % (v/v) Pferde-Serum,
5 % (v/v) FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin,
100 µg/ml Streptomycin
RPMI 1640 RPMI 1640, 10 % (v/v) FCS, 2 mM L-Glutamin,
100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin
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IV.10 Verbrauchsmaterialien
Deckgläschen Marienfeld
Filterpapier Whatman
Mobitec 300 Säulen Mobitec
Objektträger LAB Euroline
porablot NY plus Nylonmembran Macherey-Nagel
Reagenzgefäße Sarstedt
X-O-Mat Scientific Imaging Film KODAK
Zellkultur-Produkte TTP
Zentrifugenröhrchen (15ml, 50ml) TTP
IV.11 Geräte
Entwicklermaschine KODAK
Fluoreszenzmikroskop Olympus IX70
Hybridisierungsofen Techne Hybridiser HB-ID
Kapillar-Sequenzierer Beckman CEQ2000
(Kühl-)Tischzentrifuge Heraeus
Kühlzentrifuge Beckman Coulter J2-HC
Spektralfluorometer AMINCO Bowman Series 2 Luminescence
Spectrometer
PCR-Maschinen Perkin-Elmer GeneAmp PCR System 2400
MJ Research PTC-200 Peltier Thermal Cycler
LightCycler Roche
Spektralphotometer Beckman Coulter DK 640
UV-Stratalinker Stratagene 1800
IV.12 Software
Blast Altschul et al., 1997
Quantity one Biorad
Lightcycler 3.5 Roche
Primer 3 Rozen & Skaletsky, 2000
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UTRsite Pesole & Liuni 1999; Pesole et al., 2002
ARED 2.0 Bakheet et al., 2001; Bakheet et al., 2003
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V Methoden
V.1 Molekularbiologische Methoden
V.1.1 Standardmethoden der Molekularbiologie
Standardmethoden der Molekularbiologie wie Transformation von DNA in chemisch-
kompetente Bakterien, Schneiden und Ligation von DNA und Dephosphorylierung von DNA-
Enden werden nach Standardprotokollen aus „Current Protocols in Molecular Biology“ (John
Wiley & Sons, 1998) durchgeführt. Plasmidisolation aus Bakterien und Aufreinigung von
DNA werden nach Angaben der Hersteller der benutzten Kits von Macherey & Nagel
durchgeführt. Die Methoden werden im folgenden nicht weiter behandelt.
V.1.2 Isolation von nukleärer und cytoplasmatischer RNA
(adaptiert nach Weil et al., 2000)
2 x 107- 2 x 108 Zellen werden in kaltem PBS gewaschen, trypsinisiert (nicht für Jurkat-
Zellen) und in 50 ml PBS/10 % FCS aufgenommen. Nach zweimaliger Zentrifugation für
5 min bei 1000 rpm werden die Zellen auf Eis in 500 µl NP-40-Puffer lysiert. Die Lyse der
Plasmamembran wird mit Trypanblau kontrolliert (ein kleines Aliquot der Zellen wird mit
Trypanblau gemischt und im Lichtmikroskop kontrolliert, das die Zellen blau angefärbt sind).
Nach Zentrifugation bei 1000 rpm für 5 min bei 4°C werden die lysierten Zellen nochmals in
500 µl NP-40-Puffer resuspendiert, wie oben zentrifugiert und die Überstände vereinigt. Die
NaCl-Konzentration des Überstands wird auf 140 mM eingestellt, 2,8 Volumen Ethanol und 4
Volumen RLT-Puffer (Qiagen, RNeasy Midi Kit) zugegeben und die cytoplasmatische RNA
nach Angaben des Herstellers mit Rneasy Midi Säulen isoliert. Das nukleäre Pellet wird
zweimal mit 500 µl Fraktionierungs-Waschpuffer gewaschen, in RLT-Puffer resuspendiert
und mit einer 27-gauge Kanüle homogenisiert. Nach Zugabe von 1 Volumen 70 % Ethanol
werden die Proben auf RNeasy Midi Säulen gegeben und die weitere Aufreinigung nach den
Angaben des Herstellers durchgeführt. Poly-(A)+-RNA wird aus Gesamt-RNA mit dem
Oligotex mRNA Kit von Qiagen aufgereinigt.
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NP-40-Puffer Fraktionierungs-Waschpuffer
0,25-0,5 % NP-40 10 mM Tris, pH 8,4
10 mM Hepes-KOH pH 7,8 1,5 mM MgCl2
10 mM KCl 140 mM NaCl
20 % Glycerol 20 % Glycerol
1 mM DTT 1 mM DTT
V.1.3 cDNA-Synthese
V.1.3.1 Erst-Strang-Synthese
5 µg poly(A)+-RNA werden in 20 µl DEPC-Wasser gelöst und 10 min auf 70°C erhitzt. Es
werden 4 µl 10 x first-strand-buffer, 0,5 µl 100 µM DTT, 0,7 µl RNase Inhibitor (Fermentas),
2 µl Oligo-dT-Primer (1 mg/ml), 4 µl dNTPs (je 5 µM), 3,3 µl SuperScript Reverse
Transcriptase (200 U/µl) zugegeben und die Reaktion zuerst 10 min bei Raumtemperatur und
dann 90 min bei 41°C inkubiert.
V.1.3.2 Zweit-Strang-Synthese
Zur Erst-Strang-Reaktion werden 112,5 µl Wasser, 40 µl 5 x RT2-Puffer, 2 µl ß-NAD (15
mM), 0,4 µl E. coli DNA Ligase (5 U/µl), 4 µl E. coli DNA-Polymerase (10 U/µl) und 1,1 µl
RNase H (2,5 U/µl) zugegeben und die Reaktion 2 Stunden bei 15°C und anschließend 1
Stunde bei 22°C inkubiert.
5 x RT2-Puffer
100 mM Tris pH 7,5
0,5 M KCl
40 mM MgCl2
20 mM (NH4)2SO4
20 mM EDTA
0,25 mg/ml BSA
Methoden
83
V.1.3.3 Aufreinigung der cDNA
Zur Zweitstrang-Reaktion werden 50 µl Wasser zugegeben und diese zweimal mit
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol und einmal mit Chloroform/Isoamylalkohol
ausgeschüttelt. Es werden 5 µg Glykogen, 50 µl 10 M Ammoniumacetat und 800 µl abs.
Ethanol zugegeben, die Reaktion 20 min bei –20°C inkubiert, 15 min abzentrifugiert, einmal
mit 200 µl 70 % Ethanol gewaschen und nochmals für 5 min abzentrifugiert. Das Pellet wird
in 30 µl TE aufgenommen und 2 µl werden in einem 0,7 % Agarosegel aufgetrennt. Die
cDNA sollte einen Schmier im Bereich von 0,2-10 kb zeigen. Die für die RDA präparierten
Tester- bzw. Driver-cDNAs sollten qualitativ im Gel gleich aussehen. Die cDNA-
Konzentration wird fluorometrisch bestimmt.
V.1.4 Repräsentative Differenz Analyse (RDA)
Die Repräsentative Differenz Analyse (RDA) wurde ursprünglich zur Identifikation von
Unterschieden zwischen zwei komplexen Genomen entwickelt (Lisitsyn & Wigler, 1993).
Diese Methode wurde von Hubank und Schatz modifiziert, um differentiell exprimierte Gene
zwischen zwei unterschiedlichen RNA-Proben zu detektieren (cDNA-RDA, Hubank &
Schatz, 1994). Die Methode beruht auf der PCR-basierenden subtraktiven Hybridisierung
zweier komplexer cDNA-Proben, die die spezifische Amplifikation von Unterschieden
zwischen den beiden cDNA-Proben erlaubt.
Aus den zu untersuchenden RNA-Proben wird cDNA synthetisiert und die RNA-Proben mit
einem Restriktionsenzym verdaut, um zum einen die Komplexität der Probe zu reduzieren
und zum anderen die Menge an amplifizierbaren cDNA-Fragmenten zu erhöhen. Durch
Ligation von Adaptoren an die cDNA-Fragmente und Benutzung dieser Adaptoren als Primer
werden diese mittels PCR amplifiziert. Die amplifizierten cDNA-Fragmente stellen die
ursprünglich verwendete cDNA dar und werden deshalb Repräsentationen genannt. Die
Adaptoren werden von den Repräsentationen wieder entfernt und neue Adaptoren an die
cDNA-Probe ligiert, die hypothetisch für die gesuchten Sequenzen angereichert ist (sog.
„Tester“). Die andere Repräsentation wird „Driver“ genannt. Sie dient dazu, alle nicht
differentiell exprimierten Sequenzen zwischen den beiden Repräsentationen in der
Subtraktiven Hybridisierung zu kompetitieren. Dies wird dadurch möglich gemacht, daß der
Driver im Überschuß zum Tester in der subtraktiven Hybridisierung vorliegt und die
anschließende PCR mit den für den Tester spezifischen Adaptoren stattfindet. Diese Prozedur
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erlaubt die selektive Amplifikation der im Tester angereicherten Sequenzen. Das Endprodukt
dieser Amplifikation wird Differenzprodukt genannt, das für weitere Runden der subtraktiven
Hybridisierung mit steigenden Mengen Driver-Repräsentation eingesetzt wird. Das Driver zu
Tester Verhältnis ist in der 1. Selektionsrunde 100:1, in der 2. Runde 800:1 und in der 3.
Runde 400.000:1.
V.1.4.1 Protokoll nach Hubank & Schatz (angewandt für RDAs mit HeLa- und Cl-4-RNA)
V.1.4.1.A Verdau der cDNA
1 bis 1,5 µg cDNA werden mindestens 2 Stunden in einem Reaktionsvolumen von 100 µl mit
50 U DpnII bei 37°C verdaut. Die Reaktion wird durch Inkubation bei 65°C für 10 min
gestoppt und die cDNA über Nucleobond-Säulen aufgereinigt und in 42 µl NE-Puffer
(Machery & Nagel) eluiert.
V.1.4.1.B Ligation der Adaptoren
39 µl Eluat werden mit 8 µl R-Bam-24, 4 µl R-Bam-12 und 6 µl 10 x Ligasepuffer gemischt
und in einen auf 50°C vorgeheizten Heizblock gestellt, der im Kühlraum 1-2 Stunden bis auf
unter 14°C abkühlt. Dieser Schritt erlaubt die langsame spezifische Bindung der Adaptoren an
die geschnittene cDNA. Nach Zugabe von 3 µl T4-DNA-Ligase wird der Ansatz über Nacht
bei 14-16°C inkubiert und mit 140 µl TE verdünnt.
V.1.4.1.C Test-PCR
Um die erfolgreiche Ligation der Adaptoren an die cDNA zu kontrollieren, wird 1 µl
Ligationsansatz mit 79 µl Wasser, 10 µl 10 x PCR-Puffer, 8,5 µl dNTP-Mix (je 4 mM) und
1 µl R-Bam-24 gemischt und für 3 min auf 72°C erhitzt, um den 12-mer Adaptor
abzuschmelzen, bevor 0,5 µl Taq-Polymerase zugegeben wird. Die Reaktion wird weitere
5 min bei 72°C inkubiert, um das Auffüllen der 3‘-Enden zu ermöglichen. Der Ansatz wird
20-24 Zyklen für 1 min bei 95°C und 3 min bei 72°C amplifiziert und die PCR mit einer 10-
minütigen Inkubation bei 72°C beendet. 5 µl der Reaktion werden in einem 2,5 % Agarosegel
überprüft. Je nach Menge der ursprünglich eingesetzten cDNA muß die Zyklenzahl
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entsprechend so angepaßt werden, daß die PCR sich noch nicht im Sättigungsbereich
befindet.
V.1.4.1.D Herstellung der Repräsentationen
Zur Herstellung der Driver Repräsentation werden 96 PCR-Reaktionen und zur Herstellung
der Tester-Repräsentation 8 PCR-Reaktionen nach obigem PCR-Programm angesetzt. Die
Zyklenzahl muß so gewählt werden, daß die PCR sich noch nicht im Sättigungsbereich
befindet. Nach der PCR werden eine repräsentative Anzahl von Reaktionen im Agarosegel
auf Homogenität der PCR-Produkte überprüft. Die Driver-Reaktionen werden vereinigt,
zweimal mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol und einmal mit Chloroform/Isoamylalkohol
ausgeschüttelt und mit 1 Volumen Isopropanol und 1/10 Volumen 3M Natriumacetat
präzipitiert. Das Präzipitat wird mit 70% Ethanol gewaschen und das Pellet getrocknet. Das
Pellet wird in 200 µl T10 (10 mM Tris pH 8,5) resuspendiert und die Konzentration
fluorometrisch bestimmt.
Die Tester-Reaktionen werden vereinigt, mittels Nucleobond-Säulen aufgereinigt und in 20 µl
T10 eluiert.
V.1.4.1.E Verdau der Driver-Repräsentation
300 µg Driver-Repräsentation wird in einem Reaktionsvolumen von 1,4 ml mit 140 µl 10 x
DpnII-Puffer und 75 µl DpnII (750 U) für 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wird
15 min bei 65°C gestoppt und der Ansatz wie oben Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-
aufgereinigt und Isopropanol-präzipitiert. Das Pellet wird in 200 µl T10 aufgenommen und
die Konzentration stufenweise auf 500 ng/µl eingestellt.
V.1.4.1.F Verdau und Aufreinigung der Tester-Repräsentation
10 µg Tester-Repräsentation wird in einem Reaktionsvolumen von 100 µl mit 10 µl 10 x
DpnII-Puffer und 5 µl DpnII (50 U) für 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wird für
15 min bei 65°C gestoppt, der Ansatz über Nucleobond-Säulen aufgereinigt und in 50 µl NE-
Puffer eluiert. Zur Abtrennung der Adaptoren wird der Ansatz in einem 1,3 % Agarosegel für
10 min bei 100 V elektrophoretisch aufgetrennt, das Agarosegel mit Ethidiumbromid gefärbt
und die Tester-DNA aus dem Gel ausgeschnitten. Die Tester-DNA wird mittels Nucleobond-
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Säulen aus dem Agarosegel isoliert und in 30 µl NE eluiert. Die Konzentration wird
fluorometrisch bestimmt.
Bei der Aufreinigung der Tester-DNA müssen alle verwendeten Apparaturen und
Chemikalien frei von kontaminierender DNA sein.
V.1.4.1.G Ligation neuer Adaptoren an die Tester-Repräsentation
1 µg Tester wird in 30 µl Reaktionsvolumen mit 3 µl 10 x Ligase-Puffer, 2 µl J-Bgl-24, 1 µl
J-Bgl-12 gemischt und in einen auf 50°C vorgeheizten Heizblock gestellt, der im Kühlraum
1-2 Stunden bis auf unter 14°C abkühlt. Zur Reaktion wird 1,5 µl T4-DNA-Ligase zugegeben
und die Reaktion über Nacht bei 14-16°C inkubiert. Die Ligation wird durch Zugabe von
70 µl T10 auf 10 ng/µl verdünnt und bei 50°C für 10 min inaktiviert.
V.1.4.1.H Test-PCR
Wie oben beschrieben wird eine Test-PCR durchgeführt, um die Ligation des J-Bgl-24
Adaptors an die Tester-Repräsentation  zu überprüfen. Die Test-PCR wird analog zur ersten
Test-PCR mit J-Bgl-24 als Primer mit 25 Zyklen und 70°C Annealing-Temperatur
durchgeführt.
V.1.4.1.I Herstellung des ersten Differenzproduktes
V.1.4.1.J Subtraktive Hybridisierung
40 µg Driver werden mit 400 ng Tester gemischt und bei 95°C für 5 min denaturiert. Die
Reaktion wird mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol und Chloroform/Isoamylalkohol
extrahiert, mit 2,5 Volumen abs. Ethanol und 1/10 Volumen 3 M Ammoniumacetat
präzipitiert und mit 70% Ethanol gewaschen. Das Pellet wird in 4 µl 3 x EE (30 mM EPPS
pH 8,0, 3 mM EDTA) resupendiert, mit Mineralöl überschichtet und nochmals 5 min bei
98-100°C denaturiert. Dem Ansatz wird 1 µl 5 M NaCl zugefügt und die Reaktion bei 67°C
für 20 Stunden inkubiert (die Zugabe von NaCl erleichtert die Hybridisierungsinteraktionen
bei erhöhten Temperaturen). Das Mineralöl wird abpipettiert und der Ansatz durch Zugabe
von 20 µg Hefe-tRNA und TE auf 400 µl verdünnt.
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V.1.4.1.K Amplifikation des ersten Differenzproduktes
Zur Herstellung des ersten Differenzproduktes wird das Produkt der subtraktiven
Hybridisierung in einer zweistufigen PCR amplifiziert. Zwischen den beiden PCR-Reaktionen
wird der Ansatz mit Mungbean-Nuclease verdaut, um einzelsträngige DNA abzubauen und
die Reaktion spezifischer zu machen.
V.1.4.1.L Erste PCR-Amplifikation
Je 10 µl Differenzprodukt wird in 8 Ansätzen mit 77,14 µl Wasser, 10 µl 10 x PCR-Puffer,
1,36 µl dNTP-Mix (je 25 mM) für 3 min bei 72°C inkubiert und danach 0,5 µl Taq-
Polymerase zugegeben. Die Reaktion wird weitere 5 min bei 72°C inkubiert und darauf 1 µl
J-Bgl-24 zugegeben. Nach 10 Zyklen Amplifikation (95°C 1 min, 70°C 3 min) und einer 10-
minütigen Inkubation bei 72°C werden die Ansätze vereinigt, über Nucleobondsäulen
aufgereinigt und in 42 µl T1 (1 mM Tris pH 8,5) eluiert.
V.1.4.1.M Mung-Bean-Nuclease-Verdau
20 µl eluierte DNA wird mit 14 µl Wasser, 4 µl 10 x MBN-Puffer, 2 µl Mung-Bean-Nuclease
(20 U) für 35 min bei 30°C inkubiert. Die Reaktion wird durch Zugabe von 160 µl T50
(50 mM Tris pH 8,8) gestoppt, 5 min bei 95°C denaturiert und auf Eis gekühlt.
V.1.4.1.N Zweite PCR-Amplifikation
10 µl verdaute DNA wird in zwei 100 µl-Reaktionen mit 77,14 µl Wasser, 10 µl 10 x PCR-
Puffer, 1,36 µl dNTP-Mix (je 25 mM) für 1 min bei 95°C inkubiert. Die Reaktion wird auf
80°C heruntergekühlt und 0,5 µl Taq-Polymerase zugegeben. Die Amplifikation findet für 18
Zyklen (95°C 1 min, 70°C 3 min) mit einer Abschlußinkubation für 10 min bei 72°C statt.
Die Reaktionen werden vereinigt, über Nucleobondsäulen aufgereinigt und mit 85 µl T1
eluiert. Die Konzentration wird fluorometrisch bestimmt und die Gesamtausbeute berechnet.
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V.1.4.1.O Herstellung weiterer Differenzprodukte
V.1.4.1.O.1 Auswechseln der Adaptoren am ersten Differenzprodukt
Maximal 5 µg Differenzprodukt wird in 100 µl Reaktionsvolumen mit 10 µl 10 x DpnII-
Puffer und 3 µl DpnII (30 U) für 2 Stunden bei 37°C inkubiert, die Reaktion für 15 min bei
65°C gestoppt, über Nucleobondsäulen aufgereinigt und in 42 µl NE eluiert. 200 ng DNA
wird wie oben beschrieben mit den Adaptoren N-Bgl-24/N-Bgl-12 ligiert, der Ansatz auf
1,25 ng/µl verdünnt und eine Test-PCR mit N-Bgl-24-Primer, 25 Zyklen und einer
Annealing-Temperatur von 72°C durchgeführt.
V.1.4.1.O.2 Subtraktive Hybridisierung II und Generierung des Differenzproduktes II
40 µg Driver wird mit 50 ng N-Bgl-24-ligiertem Differenzprodukt gemischt und wie oben
beschrieben behandelt. Die PCR-Reaktionen erfolgten wie oben beschrieben mit N-Bgl-24-
Primer und einer Annealingtemperatur von 72°C.
V.1.4.1.O.3 Subtraktive Hybridisierung III und Generierung des Differenzproduktes III
Die N-Bgl-24 Adaptoren werden wie oben beschrieben gegen J-Bgl-24 Adaptoren
ausgetauscht und 40 µg Driver mit 100 pg Tester hybridisiert. Die zweite PCR zur
Herstellung des Differenzproduktes III wird mit 22 Zyklen durchgeführt, die
Abschlußinkubation bei 72°C wird 30 min statt 10 min durchgeführt, um die
Ligationseffizienz der Differenzprodukte in den Vektor pGem-T Easy zu erhöhen (s.u.).
V.1.4.1.P Klonierung des Differenzproduktes II und III
Nach zwei bzw. drei Runden der subtraktiven Hybridisierung zeigten die Differenzprodukte
im Agarosegel einzelne Banden, die einzeln isoliert und kloniert werden können. Meistens
wird jedoch das gesamte Differenzprodukt kloniert, um auch weniger abundante und somit im
Agarosegel nicht sichtbare Differenzprodukte zu erhalten.
3 µl des Differenzproduktes werden mit 5 µl 2 x Rapid Ligation Buffer, 1 µl pGem-T Easy
Vektor und 1 µl T4 DNA Ligase in 10 µl Reaktionsvolumen über Nacht auf 4°C inkubiert
(pGem-T Easy Vector System I, Promega). 2 µl der Ligationen werden in 50 µl chemisch
Methoden
89
kompetenten E. coli Xl-1 blue oder DH5-alpha transformiert, zufällig Klone gepickt und
weiter analysiert.
V.1.4.2 Modifikation des RDA-Protokolls (nach Pastorian et al., 2000)
(angewandt für Jurkat- und PC12-RNA)
Zum ursprünglichen cDNA-RDA-Protokoll von Hubank und Schatz existieren mittlerweile
zahlreiche abgeänderte Protokolle. Die Änderungen betreffen die eingesetzten Verhältnisse
zwischen Driver und Tester, die eingesetzten Adaptoren und das Weglassen des Mung-Bean-
Nuclease Verdaus. Die für Jurkat- und PC12-Zellen eingesetzten Änderungen des Original-
Protokolls werden im folgenden aufgezählt:
Die eingesetzten Hybridisierungsverhältnisse sind beliebig festgelegt und sollten durch
parallele RDA-Ansätze mit verschiedenen Verhältnissen ausprobiert werden. Da nach der
Analyse der RDAs aus HeLa- und CL4-Zellen keine großen Expressionsunterschiede für
RDAs in PC12- und Jurkat-Zellen erwartet wurden, wurden nach Pastorian et al. die
Verhältnisse zwischen Driver und Tester herabgesetzt, in der 1. Runde auf 10:1, in der 2.
Runde auf 100:1 und in der auf 3. Runde 5000:1. Das zuerst eingesetzte Verhältnis von 10:1
soll cDNA-Spezies mit einem Expressionsunterschied von dreifach und höher amplifizieren
(Pastorian et al., 2000).
Der Mung-Bean-Verdau wird weggelassen und die erste PCR 1:20 verdünnt in der zweiten
PCR eingesetzt. Nach Pastorian et al. und Hou et al. wird die Mung-Bean-Nuclease bei 65°C
nur teilweise inaktiviert (Pastorian et al., 2000; Hou et al. 1996). Da die cDNA-Fragmente bei
65°C teilweise einzelsträngig sind, kann es durch eine Rest-Aktivität der Mungbean-Nuclease
zum Verlust und partiellen Abbau der cDNA-Enden kommen, wodurch die Primer-Binde-
Stellen abgebaut werden und die cDNA somit nicht mehr amplifizierbar ist. Das Verdünnen
der ersten PCR-Reaktion reduziert die cDNA-Menge so, daß nur exponentiell amplifizierbare
cDNAs in der zweiten PCR-Reaktion signifikant angereichert werden.
Im Original-Protokoll wird in der 1. und 3. Selektionsrunde der gleiche Adaptor J-Bgl-24
verwendet. Mittels Kontroll-PCR konnte festgestellt werden, daß Adaptoren früherer
Selektionsrunden nicht zu 100% entfernt werden können (nicht gezeigt). Dadurch wird zum
einen die Menge an cDNA reduziert, die mit den neuen Adaptoren amplifiziert werden kann
und zum anderen wird in der 3. Selektionsrunde mit dem Adaptor J-Bgl-24 möglicherweise
noch ein Teil der cDNA aus der ersten Selektionsrunde mitamplifiziert, was die Spezifität der
Methoden
90
Reaktion herabsetzt. Pastorian et al. setzen deshalb für jede neue Selektionsrunde neue
Adaptoren ein. Für die 3. Selektionsrunde in PC12- und Jurkat-Zellen wird deshalb statt
J-Bgl-24 der Adaptor 1P24 verwendet.
V.1.5 Fluorometrische Konzentrationsbestimmung von DNA
V.1.5.1 Hoechst 33258
Mittels des Hoechst 33258-Farbstoffs ist es möglich, DNA-Konzentrationen ab 10 ng/ml zu
messen („Current Protocols in Molecular Biology“, John Wiley & Sons, 1998). Der Farbstoff
Hoechst 33258 (1 mg/ml) wird zur Messung von DNA-Konzentrationen im Bereich von
10-50 ng/ml 1:10.000 in 1 x TNE oder im Bereich von 100-5000 ng/ml 1:100 in 1 x TNE
verdünnt. Mit einem DNA-Standard wird für jede Messung eine Eichgerade bestimmt und die
Konzentration der Proben in einem Aminco Bowman Series 2 Spectrometer bei 365 nm
Exitation und 458 nm Emission bestimmt.
10 x TNE
100 mM Tris pH 7,4
2 M NaCl
10 mM EDTA
V.1.5.2 PicoGreen dsDNA Quantitation Kit (Molecular Probes)
Das PicoGreen-Reagenz ermöglicht DNA-Konzentrationsmessungen ab 0,5 ng/ml. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte nach Angaben des Herstellers in einem Aminco Bowman
Series 2 Spectrometer.
V.1.6 Fluorometrische Konzentrationsbestimmung von RNA
SYBR-Green II (Molecular Probes, 10.000 x Konzentrat in DMSO) wird zur Messung von
RNA-Konzentrationen im Bereich von 5-1000 ng RNA 1:10.000 oder im Bereich von
2-100 ng RNA 1:100.000 in 10 mM TE verdünnt, eine Eichgerade mittels eines RNA-
Standards bestimmt und die RNA-Konzentration bei einer Anregung von 525 nm und
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Emission von 468 nm in einem Aminco Bowman Series 2 Spectrometer bestimmt (Schmidt &
Ernst, 1995).
V.1.7 Elektrophoretische Auftrennung von DNA
Differenzprodukte, Restriktionsverdaus und Repräsentationen werden mit 5 x DNA
Probenpuffer versetzt in 2,5 %igen Agarosegelen in 1 x TAE-Puffer mit Ethidiumbromid für
30-60 min bei 100 V aufgetrennt.
Radioaktiv markierte cDNA wird mit 6 x cDNA-Probenpuffer versetzt in 1,4 %igen
denaturierenden Agarosegelen (Puffer bestehend aus 300 mM NaOH und 6 mM EDTA) mit
Ethidiumbromid für 2 Stunden bei 70 V aufgetrennt. Das Gel wird 30 min in 10 % TCA und
1 % Natriumpyrophosphat gewaschen, getrocknet und auf einem Röntgenfilm exponiert.
V.1.8 cDNA Southernblot
1,5–5 µg Tester- und Driver-Representation werden in einem 2,5 % Agarosegel aufgetrennt.
Das Gel wird 45 min in 0,5 M NaOH/1,5 M NaCl zur Denaturierung gewaschen und das Gel
durch 10 minütige Inkubation in 0,5 M Tris pH 8/1,5 M NaCl neutralisiert. Die
Nylonmembran wird in Wasser angefeuchtet und mindestens 30 min in 6 x SSC äquilibriert.
Der Transfer der DNA erfolgt im Kapillarblotverfahren in 6 x SSC über Nacht bei
Raumtemperatur. Die Membran wird anschließend kurz gespült, und die DNA durch UV-
Vernetzung (0.12 J/cm2) und thermische Fixierung (15 min 80°C) an die Membran gebunden.
Die Hybridisierung von radioaktiv markierten Sonden erfolgt bei 65°C über Nacht in Church-
Puffer. Anschließend wird die Membran 4 x 10 min bei 65°C in Southernblot-Waschpuffer
gewaschen. Die Membran wird in Frischhaltefolie gewickelt und auf einem Röntgenfilm
exponiert.
Church-Puffer Southernblot-Waschpuffer
7 % SDS 1 % SDS
0,5 M Na2HPO4 pH 7,2 1 mM EDTA
1 mM EDTA 40 mM Na2HPO4, pH 7,2
1 % BSA
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V.1.9 Kolonieblot
Differenzprodukte werden nach Ligation in pGem-T Easy in E. coli Xl-1 blue transformiert,
auf LB-Ampicillin-Platten ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert.
Nylonmembranen in Größe der Platten werden auf die Bakterienkolonien gelegt, die Position
in Relation zur Platte markiert und die Membranen von den Platten abgezogen. Die
Membranen werden mit den abgezogenen Bakterien nach oben je 5 min auf Filterpapiere
gelegt, die mit (1) 10 % SDS, (2) 0,5 M NaOH/ 1,5 M NaCl, (3) 0,5 M Tris pH 8/ 1,5 M NaCl
und (4) 2 x SSC getränkt sind. Anschließend werden die Membranen mit UV-Licht (0.12
J/cm2) behandelt und thermisch fixiert (15 min 80°C). Die Hybridisierung von radioaktiv
markierten Sonden mit der bakteriellen DNA wird unter gleichen Bedingungen wie bei cDNA
Southernblots durchgeführt.
V.1.10 Hybridisierung einer komplexen cDNA (reverser Northernblot)
In eine Microtiter-Platte werden in 100 µl LB-Amp-Medium 39 bereits sequenzierte RDA-
Klone aus nukleären und cytoplasmatischen HeLa- und Cl-4-RDAs und 56 neu ausgewählte
Klone angeimpft. Zur Kontrolle der Hybridisierung werden außerdem an Position A1 der
Platte pGem-T Easy ß-actin enthaltende Bakterien angeimpft. Nach Inkubation der Bakterien
über Nacht bei 37°C werden die Bakterien mit einem Replikator in eine neue Microtiterplatte
überführt, die mit 100 µl einer Standard-PCR-Reaktion mit J-Bgl-24 bzw. N-Bgl-24-Primern
befüllt war. Es wird eine Standard-PCR-Reaktion mit 35 Zyklen und einem initialen
Denaturierungsschritt von 3 min bei 96°C durchgeführt, um die Bakterien zu lysieren. Nach
der PCR-Reaktion wird mittels Agarosegelelektrophorese die Produktmenge jedes einzelnen
Klons überpüft und die PCR-Produkte mit einem Nadelreplikator auf Nylonmembranen
aufgetragen. Die Membranen werden dazu auf in 0,5 M NaOH/ 0,5 M NaCl getränktes
Filterpapier gelegt und auf jede Membranposition 20 mal PCR-Produkt mit dem
Nadelreplikator übertragen. Die Membran wird 1 min auf mit 1 M Tris pH 7,4/ 1,5 M NaCl
getränktes Filterpapier gelegt, die Membranen getrocknet und anschließend mit UV-Licht
behandelt (0,14 mJ/cm2).
Zur radioaktiven Markierung der cDNA-Sonde wird statt α-32P-dCTP α-33P-dCTP benutzt, da
32P eine starke Signalstreuung hat, die die quantitative Analyse der Signalintensitäten stören
würde.
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Je 30 µg cytoplasmatische Cl-4 RNA aus mit und ohne LMB behandelten Zellen wird
Ethanol-gefällt (2,5 Volumen abs. Ethanol, 1/10 Volumen 3 M Ammoniumacetat), in 12,75 µl
DEPC-H2O aufgenommen und mit 500 ng Oligo-d(T)-Primer 10 min bei 70°C erhitzt. Nach
Zugabe von 6 µl 5 x RT-Puffer, 3 µl 100 mM DTT, 1,5 µl dAGT-Mix (je 10 mM), 0,75 µl
dCTP (0,8 mM) und 1,5 µl RNase-Inhibitor wird die Reaktion 5 min bei 37°C inkubiert und
schließlich 3 µl α-33P-dCTP (10 mCi/ml) und 1 µl Reverse Transkriptase zugegeben und die
Reaktion 1 Stunde bei 42°C inkubiert. Die RNA wird dann durch Zugabe von 1 µl 1 % SDS,
1 µl 0,5 M EDTA und 3 µl 3 M NaOH zunächst 30 min bei 65°C und dann 15 min bei 20°C
hydrolysiert. Der Ansatz wird durch Zugabe von 10 µl Tris pH 8 und 3 µl 2 N HCl
neutralisiert und die cDNA durch Zugabe von 5 µl 3 M Natriumacetat pH 5,3, 1 µl Glykogen
(20 mg/ml) und 135 µl abs. Ethanol gefällt. Der Ansatz wird in 100 µl DEPC-H2O
aufgenommen, 5 min bei 95°C denaturiert und zu den in Church-Puffer vorhybridisierten
Membranen bei 65°C gegeben. Die Hybridisierung erfolgte über Nacht bei 65°C und die
Membranen werden unter den gleichen Bedingungen wie beim cDNA Southernblot
gewaschen.
V.1.11 Northernblot
V.1.11.1 Denaturierendes Formaldehyd-Agarosegel
1,2 g Agarose und 10 ml 10 x FA-Puffer werden in 100 ml Gesamtvolumen aufgekocht und
auf ca. 65°C abgekühlt. Es werden 1,8 ml 37 % Formaldehyd und 1 µl Ethidiumbromid
zugegeben. Das Gel wird vor der Elektrophorese mindestens 30 min in 1 x FA–Puffer
äquilibriert.
5-10 µg Gesamt-RNA oder 200 ng poly(A)+-RNA werden mit 5 x RNA-Probenpuffer
versehen, 5 min auf 65°C denaturiert und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte bei 60-80 V in 1 x FA-Puffer für 3-4 Stunden im Kühlraum.
10 x FA-Puffer
200 mM MOPS
50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA
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V.1.11.2 Vorbehandlung des Agarosegels
Alle Schritte erfolgten bei 4°C. Das Gel wird 3 x 10 min in DEPC-Wasser gespült, um das
Formaldehyd zu entfernen. RNA mit hohem Molekulargewicht wird durch 20-minütige
Inkubation in 0,05 % NaOH-Lösung denaturiert, anschließend mit DEPC-Wasser gespült und
schließlich für 45 min in 20 x SSC äquilibriert.
V.1.11.3 Transfer der RNA auf die Nylon-Membran
Die Membran wird kurz in DEPC-Wasser gespült und mindestens 30 min in 20 x SSC
äqulibriert. Der Transfer der RNA auf eine Nylonmembran fand über Nacht bei 4°C in
20 x SSC im Kapillarblotverfahren statt. Die Membran wird anschließend kurz gespült, und
die RNA durch UV-Vernetzung (0.12 J/cm2) und thermische Fixierung (15 min 80°C) an die
Membran gebunden. Um die RNA sichtbar zu machen, wird die Membran für 15 min in 5 %
Essigsäure fixiert und mit Methylenblau-Lösung gefärbt. Nach Entfärbung der Membran mit
Wasser kann die Qualität des Transfers und der RNA analysiert werden. Ribosomale RNA
dient als interner Größenstandard.
V.1.11.4 Hybridisierung
Die Membran wird für mindestens 1 Stunde bei 42°C in Hybridisierungspuffer vorhybridisiert
und nach Zugabe der radioaktiv markierten denaturierten Sonde über Nacht inkubiert. Die
Membran wird nach der Hybridisierung bei 60°C nacheinander in 2 x SSC, 2 x SSC/0, 1 %
SDS, 1 x SSC/0,1 % SDS, 0,1 x SSC/0,1 % SDS für jeweils 15 min gewaschen. Die
Membran wird in Frischhaltefolie gewickelt und auf einem Röntgenfilm exponiert.
Hybridisierungspuffer 50 x Denhardts Solution
50 % Formamid 1 % Ficoll 400
6 x SSC 1 % Polyvinylpyrolidone
5 x Denhardts Solution 1 % BSA
0,5 % SDS
100 µg/ml denaturierte Salmon-sperm DNA
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V.1.12 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden
Die radioaktive Markierung von DNA-Sonden (PCR-Produkte oder Restriktionsfragmente,
siehe Material Kapitel IV.5) erfolgte mit dem Prime it II Kit (Stratagene) nach Angaben des
Herstellers. Die Sonden werden über Gelfiltration (Mobitec 300 Säulen) aufgereinigt.
V.1.13 RT-PCR
V.1.13.1 Reverse Transkription
Reverse Transkription von RNA wird mit dem SuperScript II Rnase H- Reverse Transcriptase
Kit von Invitrogen nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Zur Eliminierung von
kontaminierender genomischer DNA wird die RNA zuvor mit DNase behandelt. Dazu wird
die RNA mit RQ1 RNase free DNase (Promega) in DNase-Puffer für 30 min bei 37°C
inkubiert. Zur Inaktivierung wird 0,5 µl 0,5 M EDTA zugegeben und die Reaktion 10 min bei
65°C inkubiert. Anschließend wird 1/10 des Ansatzes in die PCR-Reaktion eingesetzt.
DNase-Puffer
50 mM Tris pH 7,5
10 mM MgCl2
10 mM CaCl2
V.1.13.2 PCR
Für eine Standard-PCR werden in einem Gesamtvolumen von 50 µl 5 µl 10 x Polymerase-
Puffer, 0,4 µl 25 mM dNTPs, je 0,5 µl der beiden Primer (je 100 µM) und 0,25 µl Taq-
Polymerase (Qiagen) mit 2 µl cDNA eingesetzt. Die Reaktion wird nach folgendem
Programm durchgeführt:
3 min 95°C
30 sec 95°C
30 sec 58°C 24-40 Zyklen
1 min 72°C
10 min 72°C
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V.1.14 Quantitative PCR
Die quantitative PCR wird mit dem LightCycler DNA Master SYBR Green I Kit von Roche
nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Die Amplifikation von PCR-Produkten kann
mittels dieses Kits in Echtzeit verfolgt werden, da die Reaktion in Anwesenheit des
fluoreszierenden Farbstoffs SYBR Green stattfindet. SYBR Green lagert sich spezifisch in
doppelsträngige DNA ein, wodurch die Fluoreszenz des Farbstoffes verstärkt wird. Der
Anstieg der Fluoreszenz mit der Zyklenzahl kann somit gemessen werden. Zur
Quantifizierung der env-mRNA und der ß-actin-mRNA in Kern- und Cytoplasma-Fraktionen
von mit und ohne LMB behandelten Cl-4-Zellen wird je 400 ng poly-(A)+-RNA in
Anwesenheit von α-32P-dCTP revers transkribiert und gleiche Mengen cDNA (bestimmt
anhand der radioaktiven Zerfälle pro Minute, 500 cpm) in die PCR eingesetzt. Die Qualität
der cDNA wird durch Auftrennung von 500 cpm radioaktiv markierter cDNA in einem
alkalischen Agarosegel überprüft. Zur Standardisierung werden Kontroll-PCR-Reaktionen mit
bekannten Mengen an Standardplasmiden (pNLenv-wt und pGem-T Easy ß-actin) eingesetzt
und eine Standardgerade erstellt. Mit Test-PCR-Reaktionen werden die optimalen MgCl2-
Konzentrationen für die eingesetzten Primerpaare (4 mM für LCenv1f/LCenv1r und 5 mM für
beta-actin 5‘/beta-actin 3‘) und die optimale Annealingtemperatur bestimmt (62°C in beiden
Fällen). Die Spezifität der Reaktion wird mittels einer Schmelzkurve und Analyse der PCR-
Produkte im Agarosegel bestimmt. Die Schmelzkurve sollte nur einen einzigen Peak
aufweisen und im Agarosegel sollte nur eine Bande in der für das spezifische PCR-Produkt
richtigen Größe zu sehen sein. Die PCR-Reaktion wird unter folgenden Bedingungen
durchgeführt:
10 min 95°C
15 sec 95°C
8 sec 60°C 56 Zyklen
8 sec 72°C
Der Anstieg der Fluoreszenz wird immer am Ende der Elongationsphase gemessen. Nach
Abschluß der Zyklen wird die Schmelzkurve bestimmt. Mittels der LighCycler Software 3.5
werden in Bezug auf die bekannten Mengen der Standardplasmide die in der cDNA
vorhandene Menge an env-cDNA bzw. ß-actin-cDNA zurückgerechnet.
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V.1.15 In vitro Transkription
Zur Markierung einer für die 28S rRNA spezifischen Sonde mit Digoxigenin für die in situ
Hybridisierung in Cl-4-Zellen wird das MAXIscript SP6/T7 Kit von Ambion benutzt. Je 1 µg
pGem-T Easy mit einem für 28S rRNA kodierenden cDNA-Fragment (Basenpaare 2567-
2843) wird mit NcoI bzw. SpeI linearisiert und über ein Agarosegel aufgereinigt. Die
linearisierte und aufgereinigte DNA wird mit 2 µl 5 x Transkriptionspuffer, je 1 µl 10 mM
ATP, GTP, CTP, 0,6 µl 10 mM UTP und 0,4 µl Digoxigenin-11-UTP (Roche) versetzt, 1 µl
SP6- bzw. T7-Polymerase zugegeben und 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Anschließend wird der
Ansatz mit 1 µl DNase für 15 min bei 37°C inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 1 µl
0,5 M EDTA gestoppt. Die Reaktion wird gefällt und zur Kontrolle und
Konzentrationsbestimmung in einem Formaldehyd-Agarose-Gel aufgetrennt.
V.2 Zellbiologische Methoden
V.2.1 Fluoreszierende in-situ Hybridisierung
Auf Deckgläschen adhärierende Cl-4- oder HeLa-Zellen werden 20 min in 3,7 %
Formaldehyd, 10 % Essigsäure und 155 mM NaCl fixiert, mit PBS gewaschen, mit 10 µg/ml
Proteinase K in PBS für 5 min behandelt und nochmals 5 min mit 1 % Formaldehyd in PBS
fixiert. Digoxigenin-markierte 28S rRNA-in vitro Transkripte werden mit den Zellen über
Nacht in einer feuchten Kammer bei 60°C in in situ-Hybridisierungspuffer hybridisiert (bei
einer Konzentration von ~10 µg/ml). Nach der Hybridisierung werden die Zellen je zwei mal
5 min bei 60°C mit 50 % Formamid, 5 x SSC, 0,5 % SDS und 50 % Formamid, 2 x SSC und
anschließend bei Raumtemperatur zweimal 5 min in TBST gewaschen. Die Sonde wird
detektiert mit einem Fluorescein-markierten Schaf-anti-Digoxigenin Fab-Fragment (Roche) in
einer 1:200 Verdünnung in 8 % Formamid, 2 x SSC, 2 mM RVC und 0,2 % BSA für 1 Stunde
und wird anschließend zweimal für 15 min mit 8 % Formamid, 2 x SSC und einmal mit TBST
bei Raumtemperatur gewaschen (Protokoll adaptiert nach Dirks et al., 1993). Die Zellen
werden mit Histogel (Linaris) eingedeckt und mittels Fluoreszenzmikroskopie mit einem
Olympus IX70 Fluoreszenzmikroskop analysiert.
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In situ-Hybridisierungspuffer
60 % Formamid
5 x SSC
50 µg/µl Hefe-tRNA
50 µg/µl Heparin
V.2.2 Zellkultur
V.2.2.1 HeLa- und Cl-4-Zellen
HeLa-Zellen und Cl-4-Zellen (CV-1-Zellen von afrikanischen Meerkatzen stabil transfiziert
mit dem HIV-1 BH10 env Expressionsplasmid, Kräusslich et al., 1993) werden in DMEM
high mit 10 % FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin und 2 mM L-Glutamin bei
37°C und 5 % CO2 kultiviert. Zur Passagierung werden die Zellen einmal mit PBS
gewaschen, für einige Minuten mit Trypsin inkubiert und durch Zugabe von frischem
Medium verdünnt und auf neue Zellkulturschalen verteilt. Jeweils die Hälfte der HeLa- und
Cl-4-Zellen werden je nach Experiment 4–24 Stunden mit 20 nM LMB behandelt.
V.2.2.2 Jurkat-Zellen
Jurkat-Zellen (Jurkat-Tag-Zellen mit dem „large T antigen“ von SV40) werden in RPMI 1640
mit 10 % FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin und 2 mM L-Glutamin bei 37°C
und 5 % CO2 kultiviert. Die Passagierung erfolgte durch Verdünnung in frischem Medium.
Jurkat-Zellen werden durch zweimaliges Waschen in Serum-freien Medium 24 Stunden
serumdepletiert und anschließend für 3 Stunden 10 % FCS zugegeben. Nach 30 minütiger
Inkubation eines Teils der Zellen mit 20 nM LMB werden die Zellen durch Zugabe von 1 µM
Ionomycin und 50 ng/ml PMA für 3 Stunden aktiviert (Bhargava et al., 1993).
V.2.2.3 PC12-Zellen
PC12-Zellen (Ratten-Phäochromozytom-Zellen, Heumann et al., 1983) werden in DMEM
low mit 10 % Pferde-Serum, 5 % FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml
Streptomycin bei 37°C und 10 % CO2 kultiviert. Ein Mal pro Woche werden die Zellen durch
einmaliges Waschen mit PBS und kurzer Inkubation mit Trypsin passagiert. Die Zellen
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werden bei 800 rpm abzentrifugiert, in frischem Medium aufgenommen und mittels Auf- und
Abpipettieren in einer Pasteurpipette vereinzelt. Zur Aktivierung des neuronalen Phänotyps
werden die Zellen 6 Tage vor der RNA-Isolation 1:8 passagiert. Die Zellen werden aufgeteilt
und eine Hälfte mit 20 nM LMB behandelt. Eine halbe Stunde später wird zu den mit und
ohne LMB behandelten Zellen 50 ng/ml NGF für weitere 3 Stunden zugegeben.
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VI Anhang
Tabelle aller in dieser Arbeit vorkommenden Sequenzen und RDA-Klone
Name Abkürzung Accession No. Fragmente (bp)
Cytoplasmic ß-actin M10277
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPDH J04038
Interleukin 2 IL2RA NM_000586
VGF nerve growth factor inducible VGF NM_030997
28S rRNA M11167 204-502
1406-1751
2567-2843
18S rRNA K03432 1195-1750
Atonal homolog 8 ATOH8 NM_032827 1114-1358
Baculoviral IAP repeat containing 3 BIRC3 NM_182962 784-1141
Bcl-2-like 1 BCL2L1 BC019307 606-864
909-1206
CD83 antigen CD83 NM_004233 1391-1801
CD82 antigen (Kangai 1) CD82 NM_002231 280-466
env (envelope polyprotein 5580-8150) env M15654 7344-7810
HIV-1 Isolat BH10
cDNA FLJ16818 AK131566 589-906
(similar to orphan nuclear receptor HMR)
Cell division cycle 20 homolog CDC20 BC015998 466-784
781-1214
F-Box & leucine rich repreat protein 19 FBXL19 NM_019085 930-1300
fulllength cDNA clone CSOD1039YL07 CR617576 1943-2286
G protein gamma 4 subunit GNG4 NM_004485 1-373
Hepatoma derived growth factor HDGF D16431 1795-2162
HLA-B35 Z22651 708-1270
HSP70-1 HSP70-1 M59828 1338-1728
HSP90 alpha HSP90A1 D87666 1125-1646
Hypothetical Protein MGC17791 BC044250 1270-1615
(similar to TNF-induced GG2-1)
Importin 4 IPO4 BC003690 2223-2524
Interleukin-2 receptor (ungespleißt) IL2RA AY563103 42961-43182
52317-52695
52695-53031
Interleukin-2 receptor (short form) (gespleißt) IL2RA K03122 249-696
KIAA0284 AB006622 4153-4492
Lymphotoxin alpha LTA NM_000595 888-1051
Lysophospholipase II LYPLA2 NM_007260 451-890
Methionine adenosyltransferase II gamma MAT2A BC001854 1531-1801
Ninjurin 1 NINJ1 BC004440 1-303
Phosphoglycerate kinase 1 PGK1 NM_000291 1-729
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Name Abkürzung Accession No. Fragmente (bp)
Polo-like kinase PLK X73458 284-639
Potassium voltage-gated channel variant 4 KCNQ2 BC000699 859-1063
Proteasome 26S subunit S4 PSMC1 L02426 562-1071
Proteasome 26S subunit non-ATPase 7 PSMD7 BC012606 916-1175
putative MAP kinase activing protein AB097034 1072-1330
Ribosomal Protein L7 RpL7 X52967 108-551
Sigma receptor 1 SR-BP1 BC004899 812-1438
Similar to hnRNP E2 AK023529 513-900
Tumor necrosis factor alpha TNFA NM_000594 856-1135
TNF receptor associated factor I TRAF1 BC024145 1059-1448
Tropomyosin kappa TPM1 AY640414 158-241
Fragmente = in der RDA identifizierte DpnII-Fragmente des jeweiligen Klons; * für den Interleukin-2 Rezeptor
wurden 3 Fragmente identifiziert, die zu ungespleißter mRNA gehören, während ein Fragment zu gespleißter
mRNA gehört. Dies ist der einzige Klon, bei dem Intron-Sequenzen identifiziert wurden.
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